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Résumé

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des composeés bioactifs tels
que les composés phénoliques. Les dattes (Phoenix dactylifera L.) possédent des vertus
thérapeutiques qui nécessitent des études plus approfondies sur leurs composants et leurs
activités biologiques. C’est dans ce contexte que nous avons mené une étude qui avait comme
objectifs: la détermination de la composition phytochimique par HPLC; 1’étude de I’activité
antibactérienne, antioxydante, anti-inflammatoire, antispasmodique et la détermination de la
diversité génétique de dix cultivars de datte (Phoenix dactylifera L.) par la technique
moléculaire PCR-RAPD.

Les teneurs les plus élevées en phénols totaux (6.53+0.18 mg EAG/100g MS),
flavonoides (4.23+0.29 mg EC/100g MS) et flavonols (1.43+£0.15 mg ER/100 g MS) ont été
trouvées dans 1’extrait méthanolique de la variété Ali Ourached. L’analyse qualitative par
HPLC a révéle la présence de plus de dix composés phénoliques. L’extrait de la variété¢ Ali
Ourached a montré une activité antioxydante la plus importante par les quatre méthodes (test
de DPPH, le blanchissement de p—caroténe, la capacité antioxydante totale et la méthode de
FRAP). Les résultats de D’activité antibactérienne ont montré des diametres des zones
d’inhibition atteignant 20.73+1.10 mm. L’administration orale des extraits méthanoliques a
une dose de 250 mg/kg PC a montré une activité contre 1’inflammation induite par I’injection
de la carragénine, ainsi qu’une capacité de diminuer les crampes abdominales provoquées par
I’acide acétique. L'étude du polymorphisme moléculaire des cultivars de Phoenix dactylifera
L. par la techniqgue RAPD, nous a permis de détecter un niveau de polymorphisme élevé. La
présente étude a montré que les extraits de dattes contiennent des composants qui peuvent étre
utilisés dans la prévention de plusieurs pathologies et exploités dans I’industrie alimentaire et

pharmaceutique.

Mots clés: Phoenix dactylifera L., Extraits méthanoliques, HPLC, Activité antioxydante,
Antibactérienne, Anti-inflammatoire, Antispasmodique, Polymorphisme, PCR-RAPD.



Abstract

Medicinal plants are an inexhaustible source of bioactive compounds such as phenolic
compounds. The dates (Phoenix dactylifera L.) have therapeutic properties that require further
study of their components and their biological activities. Therefore, the objectives of this
study were to determine the phytocomposition by HPLC, to test the antibacterial, antioxidant,
anti-inflammatory, antispasmodic activities and to analyze the genetic diversity among the
then different cultivars of date palm using RAPD-PCR.

The highest levels of total phenols (6.53 + 0.18 mg GAE / 100g DW), flavonoids (4.23
+ 0.29 mg CEQ/ 100g DW) and flavonols (1.43 = 0.15 mg REQ / 100g DW) were found in
the methanol extract of Ali Ourached variety. HPLC revealed the presence of more than ten
phenolic compounds. The extract of Ali Ourached showed the most important antioxidant
activity by four methods (DPPH test, bleaching of B-carotene, total antioxidant capacity and
the method of FRAP). The results of antibacterial activity showed diameters of inhibition
zones achieved to 20.73+1.10 mm. The oral administration of the methanol extracts at dose of
250 mg/kg B.W has shown activity against inflammation induced by injection of carrageenan,
and ability to reduce abdominal cramps induced by acetic acid. The study of molecular
polymorphism cultivars Phoenix dactylifera L. by RAPD technique allowed us to detect a
high level of polymorphism. The present study showed that date extracts contain components
that can be used in the prevention of several diseases and used in the food and pharmaceutical

industry.

Keywords: Phoenix dactylifera L., Methanol extracts, HPLC, Antioxidant activity,
Antibacterial, Anti-inflammatory, Antispasmodic, Polymorphism, RAPD-PCR.
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Introduction

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes des molécules
biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines et des lipides). Les effets nuisibles du stress
oxydant sur la santé sont devenus un probleme majeur. Pour cette raison, I’intérét d’utilisation

des antioxydants d’origine naturelle a considérablement augmenté (Kimura et al., 2005).

Le traitement actuel de I’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens et
non stéroidiens. Ces molécules bien qu’étant efficaces présentent le plus souvent des effets
indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long terme tels que les maladies gastro-
intestinales, I’inhibition de I’agrégation plaquettaire et la toxicité hépatique et urinaire
(Batlouni, 2010).

L'utilisation abusive des antibiotiques peut étre la cause majeure de la destruction de la
flore intestinale normale et la prolifération des germes pathogénes résistants aux antibiotiques
(Cushnie et Lamb, 2011). La résistance aux antibiotiques est devenue de plus en plus un
probleme majeur et urgent dans le monde, ce qui a orienté les recherches vers les ressources
phytogénétiques pour trouver des solutions. C’est une voie trés prometteuse et tres efficace

pour lutter contre les bactériens pathogenes (Sudano Roccaro et al., 2004).

Depuis la plus haute antiquité, les plantes ont fait partie de la vie quotidienne de
I’homme, puisqu’ils s’en sert pour se nourrir et se soigner (Fellah et al., 2006). Selon
I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), 75 a 95% des populations rurales
(particulierement dans les pays en voie développement) font recours a la médecine
traditionnelle faite en grande partie a base de plantes (OMS, 2003).

Dans diverses plantes médicinales, différentes molécules bioactives, telles que les
flavonoides, les acides phénoliques, les tanins, les caroténoides et les stérols ont été
identifiées (Mansouri et al., 2005).

Les molécules antioxydantes naturelles, contrairement aux synthétiques, semblent étre
trés privilégiées par les utilisateurs dans Il'industrie alimentaire afin d’empécher la
détérioration oxydante des denrées par les radicaux libres. En effet, ’emploi d’antioxydants

synthétiques tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT) et le tert-
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butylhydroquinone (TBHQ), sont suspectés d'avoir des effets secondaires cancérogenes
(Ames, 1983).

Le palmier dattier constitue a la fois le symbole et la charpente de 1’écosystéme oasien.
La datte est le fruit du palmier dattier, produit dans les régions sahariennes et considéré
comme un aliment de grande importance pour la population habitant ces régions. L’ Algérie a
un patrimoine riche et diversifié en palmiers dattiers, plus de 13 millions de palmiers et 940
cultivars sont recensés avec une production totale de dattes évaluée a 440 000 tonnes
(Hannachi et al., 1998).

Divers travaux ont été menés pour déterminer la composition chimique de la datte en
sucres, protéines, lipides, fibres, vitamines et minéraux. Toutefois, les études sur les effets
biologiques de ses composants phénoliques restent peu nombreuses et ne concernent que
quelques variétés dans leur majorité (Sawaya et al., 1982; Mohamed et al., 2014). Ces
composés acquierent un intérét croissant qui prend de I’ampleur vu leurs propriétés

biologiques importantes.

Le présent travail s’insére dans le cadre du programme destiné & la valorisation de la

flore algérienne, par la recherche de nouveaux composés ou principes actifs.

Cette thése est subdivisee en deux grandes parties (bibliographique et expérimentale); la
synthése bibliographique comporte un rappel sur les dattes, leur composition, culture,

maturité et I’intérét thérapeutique des biomolécules que contiennent celles-ci.
Dans la partie expérimentale, nous avons fixé plusieurs objectifs, a savoir:

» L’étude phytochimique basée principalement sur la préparation des extraits
méthanoliques de chaque variété;

» La quantification des composés phénoliques, flavonoides et flavonols présents dans
les différents extraits méthanoliques;

» La détermination de la composition chimique des extraits meéthanoliques par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC);

» L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits méthanoliques en utilisant quatre

méthodes différentes;
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» L’étude de I’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis des bactéries pathogenes;

» La détermination in vivo de la toxicité aigué, 1’activité anti-inflammatoire et anti-
spasmodique des extraits;

» Détermination de la phylogénie moléculaire des cultivars de dattes (Phoenix

dactylifera L.) par les empreintes génétiques (technique moléculaire PCR-RAPD).
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Chapitre I: Géneralités sur le palmier dattier et la datte
1. Palmier dattier

Le palmier dattier: Phoenix dactylifera L., provient du mot "Phoenix” qui signifie
dattier chez les phéniciens, et "dactylifera” dérive du terme grec "dactulos” signifiant doigt,
allusion faite a la forme du fruit. C’est une plante dioique, monocotylédone et arborescente

s’adaptant aux régions les plus arides du monde (Fig.01) (Benchelah et Maka, 2006).

C’est une plante originaire du Golf arabique cultivée dans les régions chaudes et
humides, mais elle peut exister aussi a 1’état spontané dans d’autres régions a caractéres
climatiques différents. Actuellement, cet arbre se développe au Moyen-Orient, Afrique du
Nord, régions d’Amérique centrale et du Sud, Sud de I’Europe, I’Inde et le Pakistan

(Benchelah et Maka, 2006; Lim, 2012).

Figure 01: Palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) (Baliga et al., 2011).
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2. Systématique de la plante

Le palmier dattier appartient a la famille d’Arecaceae (Palmaceae) qui comprend 200

genres (Dowson, 1982). Le genre Phoenix comporte au moins douze espéces, la plus connue

est ’espéce Phoenix dactylifera L. Selon Mallhi et al. (2014), la classification du palmier

dattier dans le régne végétal est rappelée ci-contre:

3. Dattes

Régne: Plantae
Sous-regne: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Sous-classe: Arecidae
Ordre: Arecales

Famille: Arecaceae

Genre: Phoenix

Espéce: Phoenix dactylifera L.

3.1. Morphologie

La datte, fruit du palmier dattier, est caractérisée par la couleur variable, du jaune doré

au rouge sombre presque noir. Son aspect, sa forme, sa consistance, sa taille et sa composition

chimique sont aussi variables (Al-Yahyai et Al-Kharusi, 2012), dépendant des différences

variétales, climat, sol et conditions de croissance. Selon Baliga et al. (2011), la datte est une

baie oblongue d’environ 10 a 20 g, constituée d’une partie dure non comestible appelée

«graine ou noyau» et d’une partie comestible appelée «pulpe ou chair» (Fig. 02, Fig. 03).

Cette derniére est constituée de :

Un péricarpe cellulosique fin déenommé la peau;

Un mésocarpe géneralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en
sucres;

Un endocarpe de teinte plus claire et de texture fibreuse, parfois réduit a une

membrane parcheminée entourant le noyau.
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Figure 02: Coupe longitudinale d’une Figure 03: Fruit du palmier dattier
datte (Mech-Degla) (Amellal-Chibane (Baliga et al., 2011).

etal., 2014).
(1. Fruit entier, 2. Péricarpe, 3. Graine (Noyau), 4.

Endocarpe, 5. Mésocarpe)
3.2. Classification des dattes

D’apres la consistance, les dattes sont réparties en trois catégories (Benchelah et Maka,
2006):

Dattes molles: elles ont une chair trés aqueuse et elles nécessitent un traitement visant a

la réduction de la teneur en eau pour étre bien conservées, exemple: Ghars.

Dattes demi-molles: dont la teneur en eau est moins importante que la catégorie

précédente, exemple: Deglet-Nour.

Dattes seches de consistance dure: dont la pulpe est naturellement séche, exemple:

Degla Baidha.
3.3. Production mondiale des dattes

Les principaux pays producteurs de dattes sont: I’Egypte, 1’Iraq, 1’Iran, 1’Arabie-
Saoudite, I’Emirats Arabes Unis, le Pakistan, I’Algérie et le Soudan. Au Maghreb, 1’ Algérie
arrive en téte. La production mondiale de dattes en 2007 est de 6422325 tonnes (Tableau I).
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Tableau I: Production de dattes dans le monde en tonnes (2004-2007) (FAO. Stat,

2008).
Pays 2004 2005 2006 2007
Algérie 442600 | 516293 | 491188 | 468000
Arabie Saoudite | 941293 | 970488 | 970000 | 970000
Bahrein 14000 15000 15000 15500
Egypte 1166182 | 1170000 | 1175000 | 1130000
Espagne 4273 4360 5000 5250
Iraq 875000 | 404000 | 300000 | 290000
Jordanie 4068 3115 3965 4000
Kuwait 16000 15800 14200 14500
Maroc 2014 2756 2988 3000
Oman 231000 | 247331 | 258738 | 260000
Pakistan 622404 | 496576 | 506623 | 510000
Qatar 18222 19844 20000 21000
Soudan 336000 | 328200 | 330000 | 330000
Tunisie 122000 | 125000 | 125000 | 120000
Yémen 28576 29990 50090 50000

3.4. Variétés des dattes en Algérie

Dans le Sahara Algérien, le palmier dattier constitue le pivot de I’agriculture et la
principale source de vie de la population avec une production annuelle moyenne de 60
kg/arbre et qui peut atteindre, dans certains cas, les 100 kg/arbre. Cet arbre précieux des oasis
ne cesse pas de produire pendant cinquante a quatre-vingt ans, et parfois cette période s’étale

jusqu’a cent ans (Benchelah et Maka, 2006).

En termes de diversité des dattes, 1’ Algérie renferme une richesse importante avec plus
de 940 cultivars (Hannachi et al., 1998), chaque région a sa datte de prédilection, plus ou
moins oblongue, plus ou moins colorée, du jaune translucide au rouge sombre, et chaque
variété a sa propre appellation (Benchelah et Maka, 2008). Les principales variétes cultivées

sont:

Deglet-Nour: variétés commerciales par excellence du fait de son aspect, son

onctuosité et sa saveur. A la maturité, le fruit se caractérise par une couleur brune ambrée
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avec un épicarpe lisse légerement plissé et brillant, le mésocarpe présente une texture fine
légerement fibreuse. Dans certaines régions d’Algérie, la Deglet-Nour est presque

exclusivement cultivée (Benchelah et Maka, 2008).

Variétés communes: ce sont de moindre importance économique par rapport a la
variété Deglet-Nour. Les variétés les plus répandues sont: Ghars, Degla Beidha et Mech-
Degla (Amellal-Chibane et al., 2014).

3.5. Stades de maturité des dattes

Le fruit du palmier dattier passe par différents stades d’évolution qui durent environ
sept mois. Au cours de la croissance de la datte, plusieurs changements internes et externes
sont observés (Fig.04) (Ahmed et al., 1995; Al-Shahib et Marshall, 2002; Al-Shahib et
Marshall, 2003; Fadel et al., 2006). Les différents stades ont été internationalement acceptés

et sont définis comme suit:

Hababouk: ce stade commence juste aprés la fécondation et dure cing semaines et se
termine par la chute des deux carpelles non fécondés. A ce stade, le fruit se caractérise par une

croissance lente (Eltayeb et al., 1999; Mortazavi et al., 2010).

Kimri: le développement de la datte pendant ce stade est tres long et dure neuf a
quatorze semaines (Morton, 1987). Il se caractérise par la couleur verte, golt amer, une
augmentation rapide du poids et de la taille du fruit et une augmentation des sucres totaux

(glucose et fructose) et de la matiére seche (Hui, 2006).

Khalal: Ce stade dure six semaines, au cours duquel, la couleur du fruit passe du vert
au jaune clair, puis vire au jaune ou au rouge selon les variétés. Le fruit est
physiologiquement mature, dur et atteint le poids et la taille maximale. Ce stade se caractérise
par une augmentation rapide de la concentration des sucres, de 1’acidité et la diminution de la
teneur en eau (50-80% d’humidité) (Ahmed et al., 1995; Fadel et al., 2006).

Routab: au cours de ce stade, la datte retient la couleur jaune ou rouge du stade khalal.
Il se caractérise par 1’augmentation de la teneur en monosaccharides qui donnent un godt
sucré au fruit. Ce stade dure de deux a quatre semaines (Ahmed et al., 1995; Fadel et al.,
2006).

Tamar: c’est la derniere étape de maturation et le fruit apparait déshydraté. Le fruit

n’est plus astringent a ce stade (Ahmed et al., 1995).
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Hababouk Routab

Figure 04: Différents stades de maturation des dattes (Baliga et al., 2011; Tang et al.,
2013).

3.6. Composition chimique des dattes

La datte est un aliment composé d’une mixture de macro et micro-éléments avec des

teneurs variables (Tableau Il) (Sawaya et al., 1982 ).

Eau: La teneur en eau est un parametre fondamental a des raisons capitales: pour la
détermination et la conduite rationnelle des opérations de récolte, de stockage ou de
conservation. La teneur en eau est en fonction des variétés de dattes, du stade de maturation
et du climat. Elle varie entre 7.2 et 50.4% du poids de la chair (Shamim et al., 2013; Al-
Harrasi et al., 2014).

Sucres: La pulpe (pate) des dattes est riche en sucres (70%) facilement assimilables (le
glucose principalement, saccharose et le fructose) (Mabood et al., 2015). Il est apporté que
100g de la chair de dattes peut fournir 314 Kcal d’énergie (Al-Farsi et Lee, 2008; Igbal et al.,
2011; Taain, 2013).

Fibre: La datte renferme les quatre types des fibres alimentaires: pectine, cellulose,
hémicellulose et la lignine avec une teneur importante qui varie de 3.57 a 10.99/100g (Elleuch
et al., 2008; Masmoudi et al., 2009; Ali et al., 2009; Ahmed et al., 2013; Ammar et al., 2014).
Ces fibres alimentaires peuvent exercer des effets thérapeutiques a I’instar du pouvoir

anticancéreux et hypocholestérolémiant (Jaccot et Campillo, 2003).

Protéines: Elle contient moins de protéines, représentant 1.1 & 2.6 % du poids sec
(Parvin et al., 2015). La datte est caracterisée par la présence des acides aminés suivants:
alanine, arginine, acide aspartique, cystéine, serine, méthionine, proline et I’histidine (Bacha

et al., 1987; Al-Farsi et Lee, 2008; Sulieman et al., 2012; Assirey, 2015).
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Lipides: En général, la datte ne constitue pas une source importante de lipides, leur
teneur est en fonction de la variété et du stade de maturation. Leur teneur est comprise entre
0.1et1.4 % (Baligaetal., 2011).

Vitamines: Le fruit de dattes est riche en vitamines comme la rétinol, la riboflavine, la
thiamine, la niacine, la pyridoxine, l'acide folique et I’acide ascorbique, qui sont essentiels
pour le corps (Saafi et al., 2008; Al-Farsi et Lee, 2008; EI-Sohaimy, 2010; Abdu, 2011,
Agboola et Adejumo, 2013).

Minéraux: La chair des dattes est riche aussi en fer, calcium, manganése, potassium,
phosphore, sodium, magnésium et en sélénium (Ismail et al., 2006; Sahari et al., 2007;
Mrabet et al., 2008; Habib et brahim, 2009; Al Juhaimi et al., 2014 ).

Tableau I1: Composition chimique des dattes (Baliga et al., 2011).

Constituants Teneurs Constituants Teneurs
Eau (g/1009) 7.2-50.4 | Vitamines (1q/100q)
Lipides (g/1009) 0.1-1.4 A (Rétinol) 3.0-44.7
Protéines (g/1009) 1.1- 2.6 | B1 (Thiamine) 3.0-44.7
Sucre (0/100q) 52.6-88.6 | B2 (Riboflavine) 60-160
Glucose 17.6- 41.4 | B3 (Niacine) 1274-1610
Fructose 13.6-36.8 | B6 (pyridoxine) 165-249
Sucrose 0.5 -33.9 | B9 (Acide folique) 39-65
Fibres (g/100q) 3.57-10.9 | C (Acide ascorbique) 400-16000
Insolubles 3.03-7.4 | Minéraux (mg/100q)
Solubles 0.4-1.3. Magnésium(Mg) 31.0-150
Acides aminés (mg/10009) Sodium (Na) 1.00-261
Alanine 30 -133 | Calcium (Ca) 5.00- 206
Arginine 34-148 Phosphore (P) 35.0 -74
Acide aspartique 59-309 Potassium (K) 345.0-1287
Cystéine 13-67 Fer (Fe) 0.10-1.5
Méthionine 4-62 Manganése (Mn) 0.01-0.4
Histidine 0.1-46 Selenium(Se) 0.24-0.4
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Chapitre 11: Molécules bioactives et vertus thérapeutiques des dattes
1. Composes phenoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec un glucide. lls sont présents dans toutes les parties des végetaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des

graines ou la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006; Laouini, 2014).
1.1. Diversité des composés phénoliques

Les polyphénols naturels peuvent varier de molécules simples telles que les acides
phénoliques a gros composés hautement polymérisés comme les tanins. Les formes
conjuguées de polyphénols sont les plus courantes, ou divers sucres, acides organiques et
lipides (graisses) sont liées a la structure phénolique (Bouchet et al., 1998). Ils peuvent étre
regroupés en plusieurs classes qui se différencient d’abord par la complexité du squelette,
ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation et de
méthylation, etc.). Enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres

molécules (glucides, lipides, protéines, ...etc.) (Fig.05) (Macheix et al., 2005).

Actuellement, les composés phénoliques sont connus par des remarquables activités
pharmaco-biologiques entre autres des effets hypocholestérolémiants (Cheurfa et Allem,
2015, Bouazza et al., 2015), antiviraux, antimicrobiens (Rao et al., 2012), anticancéreux, anti-
inflammatoires (Jung et al., 2005), anti-thrombotiques et hépato-protecteurs (Akamatsu et al.,
2004). Ces activités sont attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces composés
naturels (Naskar et al., 2010).
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Polyphénols
Acides Tannins Flavonoides Stilhénes Phyiostérols
phénoliques
Flavones Flavonols Isoflavones Flavanones Flavanols

Figure 05: Différentes classes des composés phénoliques (Macheix et al., 2005).

2. Molécules bioactives des dattes

La pulpe des dattes est riche en substances phytochimiques comme les acides
pheénoliques, les stérols, les caroténoides, les anthocyanines, tanins, les procyanidines et les
flavonoides (Fayadh et Al-Showiman, 1990; Al-Farsi et al., 2005b; Abdul et Allaith, 2008;
Sakr et al., 2010; Taleb et al., 2016b).

Al-Farsi et al. (2007) ont signalé que le rapport et les concentrations de ces
constituants sont liés a plusieurs facteurs, comme: la variété, les conditions de croissance, la
saison de maturité, I’origine géographique, la fertilit¢ du sol, les conditions de stockage et le

temps d’exposition au soleil.

Les dattes constituent une source alimentaire riche en composés phénoliques reconnus
par leur pouvoir antioxydant puissant et impliqué dans des rdles nutritionnels et préventifs des
maladies liées au stress oxydant (Biglari et al., 2009). Ces antioxydants naturels sont visés par
la communauté scientifique et industrielle comme une solution alternative aux antioxydants

de synthése qui sont suspectés d’avoir des effets carcinogenes (Ishurd et Kennedy, 2005).
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2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent 1’'une des principales classes des métabolites
secondaires présents dans les plantes. Ils sont largement répandus dans les plantes. Ils dérivent
principalement de 1’acide hydroxybenzoique ou de I’acide hydroxycinnamique. Ils
contiennent un cycle benzene hydroxylé (Heim et al., 2002).

Les dattes sont riches en acides phénoliques, on trouve I’acide vanillique, acide
gallique, acide syringique, acide férulique, acide protocatéchique, acide p-hydroxybenzoique,
acide caféique, acide p-coumarique et I’acide o-coumarique (Fig.06) (Mansouri et al., 2005;
Al-Farsi et al., 2005a; Benmeddour et al., 2013).

Des études ont démontré que les acides phénoliques sont des agents protecteurs contre
le développement des Iésions cancéreuses et les maladies cardio-vasculaires (Al-Farsi et al.,
2005a; Borochov-Neori et al., 2015).
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Figure 06: Structure des acides phénoliques présents dans les dattes (Vayalil, 2012).
2.2. Caroténoides

Les caroténoides constituent une importante famille de pigments de nature terpénoides.
Ce sont les pigments qui conferent aux dattes la couleur caractéristique. Le groupe des
caroténoides comprend des molécules tétraterpéniques formées par 1’enchainement de huit

unités isopréniques (Derbel et Ghedira, 2005).

Boudries et al. (2007) ont démontré que le fruit de dattes contient les caroténoides

suivants: lutéine et le B-caroténe (Fig.07).
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Le pB-caroténe présente une fonction provitaminique. Il subit une conversation
enzymatique en vitamine A essentiellement dans I’intestin et le foie. D’aprés les études in
vivo, le B-caroténe est un immunostimulant. Il favorise la différenciation et la prolifération des
lymphocytes, augmente le nombre et la toxicité des cellules «naturel killer (NK)» et induit la

synthése des TNF—a «tumor necrosis factor(a)» par les macrophages (Faure et al., 1999).

HO CHj Lutéine

Figure 07: Structure des caroténoides identifiés dans les dattes (Vyawahare et al.,
2012).

2.3. Flavonoides

Les flavonoides forment un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Les flavonoides sont identifiés dans
presque toutes les parties des plantes: les feuilles, les racines, les tiges, les graines et 1’écorce
(Lee et al., 2003).

Benmeddour et al. (2013) ont identifié plus de trente flavonoides présents dans les

dattes, représentés principalement par le lutéoline, quercétine et 1’apigénine (Fig.08).

Mansouri et al. (2005) ont mentionné que les teneurs en flavonoides des dattes de la
région de Ghardaia sont trés faibles. Néanmoins, ils ont réussi a identifier certains d’entre

eux ; il s’agit de flavones glycosides, flavonones glycosides et de flavonols glycosides.
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Les flavonoides possédent divers avantages pour la santé, ils comprennent des activités
antioxydante et antiradicalaire, réduction du risque de certaines maladies cardiovasculaires et
certains types de cancers (Beil et al., 1995; Youdim et al., 2002). Les flavonoides inactivent
et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif.
IIs sont également capables de chélater les ions métalliques (largués a partir de leurs protéines
de fixation ou de transport) qui peuvent renforcer ces effets délétéres par la production des
radicaux hydroxyles (OH) (Rice-Evans et Miller, 1996a,b; Nijveldt et al., 2001).

OH O OH O
Quercétine Lutéoline
OH
HO 0
OH ©O
Apigénine

Figure 08: Structure des flavonoides présents dans les dattes (Vayalil, 2012).
2.4. Stérols

Les stérols des plantes sont des composés naturels, appelés aussi phytostérols, sont des
alcools stéroides, membres de la famille des terpenes. Les phytostérols sont constitués d’un
assemblage tétracyclique cyclopentaphénanthrénique comprenant un groupement hydroxyle
en position 3 du premier cycle et une chaine latérale. Les phytostérols ont une structure

chimique similaire au cholestérol (Zhou et al., 2004; Liolios et al., 2009).
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Kikuchi et Miki (1978) ont montré que les dattes contiennent les stérols suivants:

campestérol, stigmastérol, 3-sitostérol et I’isofucostérol (Fig. 09).

Les phytostérols exercent de facon dose dépandente un effet hypocholestérolémiant
modéré et entrent en compétition avec 1’absorption du cholestérol ce qui entraine

indirectement une diminution de 1’ordre de 10% du cholestérol LDL (Lecerf, 2006).

B-Sitostérol

Stigmastérol

Figure 09: Structure des stérols présents dans les dattes (Baliga et al., 2011).
2.5. Procyanidines

Les procyanidines sont des tanins condensés et les principaux précurseurs des pigments
présents dans les fruits, Iégumes, graines, fleurs et les écorces. Ce sont des polymeres de poids

moléculaire trop élevé (Hammouda et al., 2014).

Les tannins sont des polyphénols de structure complexe, avec une activité antioxydante

tres puissante. Ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au
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cours de la peroxydation. Plusieurs auteurs ont signalé la présence des procyanidines dans les
dattes (Fig. 10) (Baliga et al., 2011; Hammouda et al., 2015; Hafez El-Far et al., 2016).

Figure 10: Structure des procyanidines présents dans les dattes (Baliga et al., 2011).

(Catéchine: R,=H, R,=0OH, Epicatéchine: R;=0H, R,=H).
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3. Effets thérapeutiques des dattes

I1 existe une corrélation inverse entre la consommation des denrées d’origine végétale et
I’incidence des cancers et des pathologies chroniques. Ces vertus sont attribuées, entre autres,

a des nutriments d’origine végétale ou phytonutriments (Derbel et Ghedira, 2005).

Depuis ’antiquité, la datte et son noyau ont été utilisés dans la médecine traditionnelle,
dans les régions sahariennes, plus précisément dans les oasis, ou le palmier dattier fut cultive.

La datte représente un fruit providentiel (Rahmani et al., 2014).

Outre la valeur énergétique élevée des dattes et leur richesse en sucres réducteurs
facilement assimilables, profil minéral et vitaminique important, ce fruit est doté de nombreux
effets bénéfiques pour la santé résultant de la mixture de métabolites secondaires qu'il
renferme (Benchelah et Maka, 2008).

Les recherches effectuées sur le palmier dattier ont fait I'objet de certaines publications
sur le plan phytochimique (Messaoudi et al., 2013), pharmacologique (Michael et al., 2013;
Bouhlali et al., 2015; Abdennabi et al., 2016; Albakhit et al., 2016) et nutritionnel (Sameera
et al., 2015; Ghazal et al., 2016).

3.1. Effet antioxydant

Le stress oxydatif, parfois appelé stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre
de la balance oxydants-antioxydants en faveur des oxydants. Il correspond a une perturbation
du statut oxydatif intracellulaire (Boyd et al., 2003).

Un radical libre est une molécule trés réactive contenant un ou plusieurs électrons non
pariés dans ses orbitales (Favier, 2003). Il retrouvera sa stabilité en participant a des réactions
chimiques dont la conséquence est l'oxydation des lipides membranaires, I'oxydation des
acides aminés composant les protéines et I'oxydation des glucides composant les acides
nucléiques. De facon générale, les radicaux libres contribuent au stress oxydatif par une série

de réactions en chaine (Sohal et al., 2002).

Un antioxydant est définit comme toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003). Ce sont des composés qui réagissent

avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Favier, 2003). Les antioxydants sont
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en fait des agents de prévention. Ils bloquent I’initiation, en complexant les catalyseurs, en
réagissant avec 1’oxygeéne, ou des agents de terminaison capables de dévier ou de piéger les
radicaux libres. Au cours de ces dernieres années, il y a eu un intérét croissant pour la
recherche dantioxydants naturels (Gaceb-Terrak et Rahmania, 2010; Awatef et al., 2011,
Saafi et al., 2011).

Les antioxydants présents dans les plantes peuvent contribuer au ralentissement des
processus du stress oxydatif. L’effet bénéfique des antioxydants concerne les maladies cardio-
vasculaires, les troubles cérébraux et certaines maladies dégénératives telles que le cancer
(Kromhout, 2001).

La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit le développement de
nombreuses pathologies. Les polyphénols ont été décrits comme étant des antioxydants
(Baydar et Baydar, 2013), des anti-agrégants plaquettaires, des anti-inflammatoire, des anti-
thrombotiques et des anti-tumoraux (Middleton et al., 2000; Falleh et al., 2013; Baydar et
Baydar, 2013).

Des expériences in vivo réalisées par Yeh et al. (2005) ont montré que
I’administration orale du p-coumarique présent dans le fruit de dattes augmente I’expression
des génes des enzymes antioxydantes dans le tissu cardiaque chez le rat. Ce pouvoir
antioxydant est attribué aux anthocyanines, flavonoides et les procyanidines présents dans les
dattes.

Des études ont démontré que les extraits aqueux de dattes réduisent le stress oxydant
et diminuent la peroxydation lipidique et protéique chez les rats (Vayalil, 2002; Al-Farsi et
al., 2005b; Liolios et al., 2009; Chaira et al., 2009).

3.2. Effet antimicrobien

L'activité antimicrobienne des extraits du fruit des dattes peut étre mesurée in vitro,
par l'utilisation des techniques microbiologiques. Les études ont montré que lactivité
antimicrobienne varie considérablement selon les cultivars des dattes, mais aussi selon le

micro-organisme testé (Dhaouadi et al., 2011).
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3.2.1. Effet antifongique

L’augmentation de la résistance fongique vis-a-vis des medicaments classiques, les frais
de traitement et le fait que les antifongiques les plus disponibles n’ont que I’activité

fongistatique (Tadesse et al., 2008; Bokhari et Perveen, 2012).

Belmir et al. (2016) ont trouvé que I’extrait aqueux des dattes a une activité
antifongique significative vis-a-vis de Candida albicans ATCC 1023 par rapport a
I’amphotéricine B seul. En effet, Shraideh et al. (1998) ont étudié ’effet de 1’extrait de la
variété Berhi sur la croissance et I’utrastructure de Candida albicans par microscope
¢lectronique a balayage. L’étude a indiqué que 1’extrait agit directement sur I’intégralité de la
paroi cellulaire, provoquant I’agrégation des contenus cytoplasmiques et conduit a la lyse de
la levure. Bokhari et Perveen (2012) ont attribué ce pouvoir antifongique a la synergie entre

les différents constituants chimiques présents dans le fruit.
3.2.2. Effet antibactérien

L'utilisation abusive des antibiotiques peut étre la cause majeure de la destruction de la
flore intestinale normale et la prolifération des germes pathogénes résistants aux antibiotiques.
La résistance aux antibiotiques est devenue de plus en plus un probléeme majeur et urgent dans
le monde (Archibalt et al., 1997; Rocha et al., 2011).

Bokhari et Perveen (2012) ont démontré que 1’extrait des dattes inhibe la croissance de
Streptococcus pyogenes et neutralise leur effet hémolytique par I’inhibition de la sécrétion de

I’enzyme «Streptolysine O».

Ayachi et al. (2009) ont démontré que les extraits méthanoliques et butanoliques de
trois variétés de datte (Deglet-Nour, Ghars et Mech-Degla) possedent un effet antibactérien

contre Salmonella typhimurium et Escherichia coli.

L’action inhibitrice des polyphénols sur la croissance bactérienne est rapportée dans
plusieurs études récentes démontrant que ces molécules sont douées d'un pouvoir
antibactérien important sur les différentes souches bactériennes a gram positif et négatif. Les
études exploitées par Daglia (2012) concluent que cet effet est d0 principalement a une
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alteration des fractions lipidiques de la membrane plasmatique des micro-organismes, puis

une perturbation de la perméabilité de la membrane et la perte des organites intracellulaires.

3.3. Activité anti-inflammatoire

Des tests in vivo ont montré que les extraits méthanoliques et aqueux de Phoenix
dactylifera L. peuvent réduire de fagon appréciable 1’inflammation induite par la carragénine
de 67.8 et 61.3% respectivement. Les résultats obtenus a I'issu des tests anti-inflammatoires
montrent que la richesse des extraits de dattes en polyphénols justifie ce potentiel
thérapeutique (Doha et EI-Okbi, 2004).

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides que contiennent les dattes,
possédent des propriétés anti-inflammatoires et des capacités a moduler le fonctionnement du
systéeme immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables
des inflammations, ils peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant I'inflammation
athérosclérosique en inhibant I'expression des médiateurs inflammatoires (Gonzalez-Gallego
et al., 2007; Garcia-Lafuente et al., 2009).

3.4. Autres activités biologiques

Des recherches scientifiques sont menées sur les extraits des dattes, montrant certains
autres effets thérapeutiques. Dans ce contexte nous pouvons citer les travaux d’Alsaif et al.
(2007); Panahi et Asadi (2009); Rock et al. (2009) qui affirment l'effet hypo-
cholestérolémique des extraits des dattes.

Ishurd et Kennedy (2005) ont prouvé pour la premiéere fois que les préparations a base
de polysaccharides de dattes présentent une activité anti-tumorale puissante corrélée a la

présence du (1 — 3) -p-D-glucane.

L'é¢tude in vivo de Reddy et Vardhaman (2013) a dévoilé que l'extrait aqueux et
butanolique des dattes ont un effet significatif contre la formation de lithiase urinaire chez les
rats. Des études récentes ont démontré que I’administration orale des extraits aqueux de
Phoenix dactylifera L. présente un effet néphroprotecteur en diminuant significativement les
teneurs plasmatiques en créatine, urée et en acide urique chez les rats (Al-Qarawi et al., 2008;
El Arem et al., 2014).
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D’autres travaux récents ont montré que l'extrait méthanolique et éthanolique des fruits
de palmier dattier diminuent les endommagements issus de stress oxydatif et exercent une
activité hépato-protectrice (Naskar et al., 2010; Al-Shoaibi et al., 2012; Atta et al., 2015;
Yasin et al., 2015; Ahmed, 2016 ).

Les travaux d’Al-Qarawi et ses collaborateurs (2003, 2004, 2005); Souli et al. (2014)
indiquent que les différents extraits de dattes possédent des activités améliorant 1’ulcération
gastrique induite par I’éthanol chez les rats, et diminuant les concentrations de la gastrine
plasmatique, les histamines et la mucine dans la muqueuse intestinale. Selon Agbon et al.
(2013), I’extrait aqueux de fruit de Phoenix dactylifera L. a montré une activité significative

anti-diarrhéique chez les rats présentant une diarrhée induite par I’huile de ricin.

Les dattes permettent aussi de lutter contre I’anémie et les déminéralisations. Les dattes
pilées dans I’eau soignent les hémorroides, les constipations et traitent aussi les troubles

intestinaux comme les diarrhées (Benchelah et Maka, 2008).

Il est démontré que la supplémentation en aliments riches en polyphénols de fruits de
Phoenix dactylifera L. a un effet neuroprotecteur chez les animaux adultes utilisés comme
modeles (Asadi-Shekaari et al., 2008; Majid et al., 2008; Panahi et al., 2008). Les lesions du
cerveau provoquées de maniere artificielle et examinées au niveau histologique et
biochimique montrent que les animaux ayant recu les extraits des dattes présentent une perte
de tissu cérébral significativement réduite et une diminution significativement de la mort des
neurones, d’autant plus que la dose administrée est élevée (Vyawahare et al., 2009; Pujari et
al., 2011; Wan Ismail et Mohd Radzi, 2013; Rohini et al., 2014).
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

I. MATERIEL ET METHODES

La partie expérimentale in vitro a été réalisée au niveau des Laboratoires du
Département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université
Hassiba Ben Bouali Chlef (Algérie).

L’activité antibactérienne a été réalisée au niveau du Laboratoire de contrdle de
qualité, service de microbiologie (A4 Santé Industrie, Chlef, Algérie) et Laboratoires du
Département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université
Hassiba Ben Bouali Chlef (Algérie).

Les études in vivo (toxicité aigué, activité anti-inflammatoire et anti-spasmodique)
ont ete realisees au niveau du Laboratoire de Toxicologie et Pharmacologie du groupe
ANTIBIOTICAL-SAIDAL (Médéa, Algérie).

L’analyse des extraits par HPLC a été effectuée au laboratoire de Toxicologie (Alger,

Algérie).

1. MATERIEL
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal ayant servi a cette étude est constitué de dix variétés de datte
(Phoenix dactylifera L.) récoltées a partir de palmeraies situées dans la région d’El-Oued
(Sud-Est d’Algérie) en printemps 2012 (Tableau I11).

Le choix de ces cultivars est basé sur une enquéte ethnobotanique auprés de 100
personnes de population ayant une connaissance du patrimoine phoenicicol de cette région
et basé aussi sur la représentativité des principaux types de dattes: datte séche, demi-molle
et molle. Les dix variétés récoltées sont: Ghars, Degla Baidha, Tantebouchte, Deglet-Nour,
Ali Ourached, Biraya, Hamraya, Figheth, Tansine et Tamajort (Fig.11). Leur identification
botanique a été réalisée par Dr. Mehdi Selmane (Maitre de conférences A au département
de Biologie, Université Echahid Hamma Lakhdar, EI-Oued, Algérie). La méthode

d’échantillonnage de chaque cultivar consiste a subdiviser la palmeraie en différentes
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parcelles, dans chaque parcelle, la récolte est réalisée sur dix palmiers homogenes. Les

fruits sont prélevés au hasard a différentes orientations et hauteurs. Les dix variétés sont

récoltées a pleine maturité et conservées a 4°C (Chibane, 1998).

Figure 11: Différents cultivars du Phoenix dactylifera L.

a: Ghars, b: Degla Baidha, c:Tantebouchte, d: Deglet-Nour, e: Ali Ourached, f: Biraya, g: Hamraya,
h: Figheth, i: Tansine, j: Tamajort.
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Tableau I11: Stations de récolte des cultivars de Phoenix dactylifera L. et les caractéristiques géographiques et bioclimatiques.

Stations de Période de Consistance Couleur Longitude Latitude Altitude Etage

récolte récolte (EST) (NORD) (m) bioclimatique

Tantebouchte Ouest de Octobre- Molle Noir jaune 6’°49°43,11 33°34°30,09 58 Aride
Djadida Novembre

Biraya Ouest de Octobre- Demi-molle Marron 6’49°36,83 33°35°15,56 58 Aide
Djadida Novembre

Degla Baidha Ouest de Octobre- Séche Jaune clair 6’°49°36,83 33’35°15,56 58 Aride
Djadida Novembre

Deglet-Nour Ouest de Octobre- Demi-molle Marron 6’49°36,83 33°35°15,56 58 Aride
Djadida Novembre

Ali Ourached Nord de Octobre- Demi-molle Noir 6°47°27,73 33’33°39,99 58 Aride
Ghamra Novembre

Ghars Ouest de Septembre Molle Marron vers 6’°49°35,97 33’34°16,35 58 Aride
Djadida noir

Tansine Est de Octobre- Molle Noir 6°49°40,21 33°33°39,48 58 Aride
Ghamra Novembre

Hamraya Ouest de Octobre- Demi-molle Rouge 6’°49°43,11 33°34°30,09 58 Aride
Djadida Novembre

Tamajort Nord de Octobre- Demi-molle Marron 6°47°27,73 33°33°39,99 58 Aride
Ghamra Novembre

Figheth Ouest de Octobre- Molle Marron 6’49°36,83 33°35°15,56 58 Aride
Djadida Novembre
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1.1.1.Bactéries pathogénes

Pour les tests d’activité antibactérienne, une gamme de 6 bactéries pathogénes

responsables des infections gastro-intestinales a été choisie.

Une souche de collection internationale ATCC (American type culture collection):
Listeria monocytogenes ATCC15313 a eté fournie par le laboratoire de microbiologie de la
Faculté des Sciences Biologiques, Université des Sciences et de la Technologie Houari
Boumediene (Alger, Algeérie).

Des souches de collection internationale ATCC (American type culture collection):
Bacillus spizizenii ATCC6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Escherichia coli
ATCC8739, Salmonella typhimurium ATCC14028 et Staphylococcus aureus ATCC 638P

ont été fournies par 1’Institut Pasteur (France).
1.1.2. Animaux et conditions d’hébergement

Les animaux d’expérience sont des souris méles et femelles, Swiss Albinos (NMRI)
de 25 a 30 g de poids corporel (PC). lls proviennent du Centre de Recherche et de
Développement (CRD) Saidal- Alger. Tous les animaux sont de statut sanitaire EOPS

(Exempts d’organismes pathogénes spécifiques).

Dés leur réception, les souris sont placées aléatoirement en lots de 5 souris dans des
cages de polypropyléne pour une période d’acclimatation (2 jours) avant les différentes
expériences. Pendant cette période, les animaux sont maintenus dans une animalerie a
température constante (24 + 2°C), un taux d’humidité (50+ 10 %) et ils sont soumis a un
cycle de lumiere/ obscurité de 12/12h et le bruit ne dépasse pas 65 décibels. Ils ont acces
libre a I’eau et a la nourriture standard (croquettes provenant de la société de production

des aliments d’animaux, Bouzareah, Alger).
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2. METHODES
2.1. Préparation des extraits méthanoliques

La préparation des extraits méthanoliques des variétés de dattes est réalisée selon la
méthode de Biglari et al. (2008).

Les fruits de dattes sont dénoyautés et coupés en petits morceaux. 100g de pulpe
chaque cultivar a été ajouté a 300ml de méthanol (80%), cette préparation a été mise sous
agitation magnétique pendant 5 heures puis filtrée sur papier filtre. Le filtrat est centrifugé
a 4000 tr/min pendant 10 minutes. Le surnageant a été soumis a une évaporation sous vide
via un rotavapeur a 40°C (Rota Vapor, Bilichi 461, Germany). Les extraits concentrés sont

conservés a 4°C dans des bouteilles en verre foncé jusqu’a I’utilisation (Fig. 12).

100g de dattes coupées et broyées

300 ml d’un mélange MeOH-H,O |
X

(4:1) (VIV) Agitation du broyat pendant 5h

A 4

Filtration apres centrifugation a 4000 tr/min pendant 10min

\4

Concentration sous vide a 40°C.

\ 4

Extrait méthanolique de datte
(conservé a 4°C)

Figure 12: Protocole de préparation des extraits méthanoliques des dattes (Biglari et al.,
2008).
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e Determination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction (R) a été déterminé par la formule suivante:

— Masse du résidu extrait
R (%) x 100

Masse initiale de la pulpe

Le poids du résidu extrait est déterminé par la différence entre le poids du ballon

plein (aprés élimination du solvant par évaporation rotative) et le poids du ballon vide.
2.2. Etude phytochimique des extraits
2.2.1. Analyses quantitatives
2.2.1.1. Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits methanoliques des cultivars des dattes

ont été déterminées par la méthode de Folin-Ciocalteu (Al-Farsi et al., 2005a).
. Principe

La méthode de Folin-Ciocalteau est utilisée pour le dosage des composés
phénoliques totaux. L'ensemble de ces composés est oxydé par le réactif de Folin-
Ciocalteau. Ce dernier est constitué d’un mélange d'acide phosphotungstique (WO.*) et
d'acide phosphomolybdique (MoO,*) qui sont réduits en milieu alcalin lors de I'oxydation
des phénols en mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdene. La coloration bleue
produite est proportionnelle au taux de composés phénoliques et posséde une absorption

maximale a 725 nm (Waterhouse, 2002).

e Mode opératoire

200 pl de chaque extrait préparé dans le méthanol est ajouté a 1.5 ml de réactif de
Folin (dilué dix fois dans 1’eau distillée). Les solutions sont mélangées et incubées a
I’obscurité pendant 5 minutes. 1.5 ml de bicarbonate de sodium (60g/I) sont additionnés au
milieu réactionnel. Aprés 90 minutes d’incubation a la température ambiante, I’absorbance
de tous les extraits a été mesurée par un spectrophotomeétre UV- visible a 725 nm contre le

blanc sans extrait.
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La courbe d’étalonnage est obtenue dans les mémes conditions que précédemment
en utilisant une gamme de concentrations de solution d’acide gallique préparée dans le

méthanol. Les expériences sont répétées 3 fois.

e Expression des résultats

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établic avec le standard étalon de ’acide gallique (5-200 pg/ml) et
exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique par 100 gramme du poids de la
matiere seche (mg EAG / 100g MS).

2.2.1.2. Dosage des flavonoides totaux

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique

adaptée par Biglari et al. (2008).
e Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui
est susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux
(fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s unir a
deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons

(Zhou et al., 2005).
e Mode opératoire

4 ml d’cau distillée et 1 ml de chaque extrait sont ajoutés a 0.3 ml de nitrite de
sodium (NaNO,) (5%) et 0.3 ml de chlorure d’aluminium (AICI3) (2% dans le méthanol).
Apres une incubation pendant 5 minutes a la température ambiante, 2 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH) (1M) est ajouté. Le mélange est dilué jusqu’a 10 ml avec 1’eau distillée.
L’absorbance du mélange obtenu est directement mesurée au spectrophotometre UV-

visible 2 510 nm contre le blanc.

La courbe d’étalonnage est obtenue dans les mémes conditions que précédemment en

utilisant une gamme de concentrations de solution de catéchine préparée dans le méthanol.
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e Expression des résultats

La teneur en flavonoides totaux des extraits est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, réalisée par un standard étalon (la catéchine) a
différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de

catéchine par 100 gramme du poids de matiere séche (mg EC / 100g MS).
2.2.1.3. Dosage des flavonols totaux

L’estimation de la teneur en flavonols totaux contenus dans les extraits de dattes est

réalisée par la méthode Jimoh et al. (2010).
e Mode opératoire

500 pl de chaque extrait méthanolique est ajouté a 500 ul de chlorure d’aluminium
(AICI3) (2%) et 500 ul d’acétate de sodium (CH3COONa) (5%). L’absorbance est

déterminée a 440 nm apres une incubation pendant 2.5 heures a la température ambiante.

La courbe d’étalonnage est obtenue dans les mémes conditions que précédemment en

utilisant une gamme de concentrations de solution de rutine préparée dans le méthanol.
e Expression des résultats

La teneur en flavonols totaux des extraits est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, réalisée par un standard étalon "la rutine™ a
différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de rutine

par 100 gramme du poids de matiére séche (mg ER / 100g MS).

2.2.2. Analyses qualitatives par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC)

Parmi les différentes méthodes chromatographiques existantes, la chromatographie
liguide a haute performance (HPLC-C18) (Fig. 13) a été utilisée pour analyser les
différents extraits méthanoliques des dattes (Mansouri et al., 2005; Besbes et al., 2009).
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Figure 13: Différentes parties de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
(Sampietro et al., 2009).

1. Réservoir des solvants, 2. Dégazeur, 3. Valve de gradient d’élution, 4. Doseur de phase mobile (ou éluant),
5. Pompe & haute pression, 6. Vanne d’injection en position "inject”, 6’. Vanne d’injection en position "load”,
7. Boucle d’injection de I’échantillon, 8. Précolonne (éventuelle), 9. Colonne analytique, 10. Détecteur, 11.
Acquisition du signal, 12. Décharge déchets.

e Principe
L'échantillon a analyser est poussé par un liquide (appelé phase mobile) dans
une colonne remplie d'une phase stationnaire. Le débit d'écoulement de la phase mobile est
élevé ce qui entraine une augmentation de la pression dans le systéeme. Ce débit élevé

diminue le temps nécessaire pour séparer les composants le long de la phase stationnaire
(Braithwaite et Smith, 1999).

e Mode opératoire

L’analyse des composés phénoliques dans les différents extraits étudiés a été
réalisée en utilisant la chromatographie liquide a haute performance de marque WATERS
(HPLC) couplée a un détecteur multi-longueur d’onde UV visible. L’analyse s’effectue

selon les conditions opératoires:

® [ acolonne en acier de longueur de 25x0.46 cm,
B Phase stationnaire C18.
®  Solvant d’élution: méthanol/acétonitrile (30/70 V/V).

®  Longueur d’onde: 220, 280, 300 et 365nm.
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B Boucle d’injection: 20 pl.
®  Détecteur UV-Visible.

Les pics ont été identifiés par les temps de rétention de congruents par rapport aux

standards.
2.3. Activités biologiques des extraits méthanoliques des dattes
2.3.1. Activités biologiques (in vitro)

Nous avons étudié ’activité antioxydante des extraits méthanoliques de Phoenix
dactylifera L. par quatre méthodes (test de DPPH, test du blanchissement du p—caroténe,
FRAP et la méthode de phosphomolybdate) et 1’activité antibactérienne vis-a-vis des

bactéries pathogenes par la méthode de diffusion a partir d’un disque solide.
2.3.1.1. Evaluation de I’activité antioxydante
2.3.1.1.1. Test de DPPH

L’activité antioxydante des différents extraits méthanoliques a été évaluée par la

mesure de piégeage du radical DPPH, selon le protocole décrit par Blois (1958).
e Principe

Dans ce test, les antioxydants réduisent le DPPH (diphényl-picryl-hydrazyl) de
couleur violette en un diphényl-picryl-hydrazine de couleur jaune, dont I’intensité de la
couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu a donner des protons (Fig.14) (Sanchez-Moreno, 2002).
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NO, NO,
N—N NG AHT, 0;% HN—N G,
NO, Q A NG, \C,g
NO, NO,
DPPH?° violet DPPH-H jaunatre

Figure 14: Structure du DPPH et de sa forme réduite (Molyneux, 2004).
e Mode opératoire

60 pl des de diverses concentrations de chaque extrait a différentes concentrations
(20, 50, 100, 200, 300 et 400 pug/ml) ou du standard (BHT) sont ajoutés a 1500 pl de la
solution de DPPH (6x10°M) fraichement préparée. Le mélange est laissé a I’obscurité
pendant 30 minutes a 25°C. L’absorbance est mesurée a 517 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre UV-visible contre un contréle négatif contenant uniquement la solution
de DPPH.

e Expression des résultats
o Calcul des pourcentages d’inhibition

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre DPPH est
estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH selon 1’équation suivante (Fu et al.,
2011):

% d’activité anti-radicalaire = [(Absl-Abs2) / Absl1] x 100

Ou:
Abs 1: absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).

Abs 2 : absorbance en présence d’extrait ou du standard (BHT).
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o Calcul des ICxg

Les ICs (la concentration des extraits nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH)
sont calculées graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés; pourcentage
d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés (Annexe 1) (Brand-

Williams et al., 1995).
2.3.1.1.2. Test du blanchissement du p—caroténe

Le test du p—carotene est réalisé en suivant la méthode décrite par Dapkevicius
et al. (1998).

e Principe

Dans ce test, la capacité antioxydante est déterminée en mesurant 1’inhibition de la
dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide
linoléique qui attaquent simultanément le [-caroténe et ayant comme résultat le

blanchissement du B-caroténe et la disparition de sa couleur orange (Zargar et al., 2011).
e Mode opératoire

0.2 mg du B—caroténe est dissout dans 0.5 ml de chloroforme. La solution obtenue
est introduite dans un ballon contenant 25 pul d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40.
Apres évaporation du chloroforme sous vide, 100 ml d’eau distillée saturée en oxygene est
ajouté avec agitation vigoureuse pendant 30 minutes. 4 ml de 1’émulsion résultante, sont
transférés dans des tubes contenant 200 pl de chaque extrait méthanolique dont la
concentration est de 200 pg/ml. Ce systéeme d’émulsion a été incubé pendant 120 minutes a
50°C. Le méme procédé est suivi avec I’antioxydant synthétique (BHT) utilisé comme
contrble positif et aussi avec un tube blanc contenant du methanol a la place des extraits.
Aprés I’incubation, I’absorbance est lue a 470 nm pour les extraits, quant au BHT, elle est

mesurée immédiatement.
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e Expression des résultats

L’activité antioxydante relative des extraits (AAR) aprés 120 minutes est calculée

selon 1’équation suivante :

AAR% = [Ab3120min (EXtralt)/ ADbS120min (BHT)] x 100

Ou:

AAR: Activité antioxydante relative.

Abs10min: Absorbance des extraits méthanoliques et BHT aprés 120 min.
2.3.1.1.3. Activité antioxydante totale par la méthode de phosphomolybdate

La capacité antioxydante totale des différents extraits a été evaluée par la méthode de
formation du complexe phosphomolybdate selon la méthode de Prieto et al. (1999).

e Principe

Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) en molybdene Mo
(V) en présence des composés antioxydants et donc la formation d’un complexe vert de
phosphate/ Mo (V) a pH acide (Sahu et Laloo, 2011).

e Mode opératoire

0.3 ml de chaque extrait est mélangé avec 3 ml d’une solution contenant 28 mM de
phosphate de sodium (NaH,PO,), 0.6 M d’acide sulfurique (H,SO,4) et 4 mM de molybdate
d’ammonium (NH4);M00,. Le méme procédé est répété pour le tube blanc contenant du
méthanol a la place des extraits. Les tubes sont incubés au bain marie a 95°C pendant 90
minutes. Aprés le refroidissement des tubes a la température ambiante, I’absorbance est

mesurée a 695 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre UV- visible.
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e Expression des résultats

La courbe d’étalonnage est effectuée par les différentes concentrations de I’acide
ascorbique (Annexe ). L’activité antioxydante est exprimée en nombre d’équivalent

d’acide ascorbique par gramme d’extrait (umol d’acide ascorbique /g d’extrait).
2.3.1.1.4. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur a été déterminé par la méthode de FRAP décrite par Benzie et
Strain (1996).

e Principe

Cette méthode est développée pour mesurer le potentiel des extraits a réduire le fer
ferrique (Fe™) présent dans le complexe en fer ferreux (Fe*?). En effet, le Fe ** participe a
la formation du radical hydroxyle (Fig.15). L’augmentation de 1’absorbance indique

1’élévation du pouvoir réducteur des extraits testés (Benzie et Strain, 1996).

AN
= | N f ] S Antioxydant
. 2

e (+¢e)

Fe*-TpTz & Fe'™-TpTz(Bleua 593nm)

Figure 15: Réaction de test FRAP (Prior et al., 2005).

e Mode opératoire

Le réactif de FRAP est préparé en mélangeant le tampon d’acétate (0.3M, pH 3.4)
avec 10 mM de la solution du TpTz (2,4,6-tripyridyl-s-triazine), 40 mM de la solution HCI

et 20 mM de la solution de trichlorure de fer (FeCls) en proportion de 10:1:1 (v:iv:v)
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respectivement. 20 pl de chaque extrait méthanolique est ajouté a 1.5 ml du réactif de

FRAP et incubé pendant 20 minutes a 37°C. L’absorbance est mesurée a 593 nm.
e Expression des résultats

Le pouvoir réducteur des extraits est déterminé a partir de la courbe d’étalonnage
des solutions de sulfate de fer (FeSO,) (Annexe 1) et les résultats sont exprimés en umol de

fer ferreux par cent grammes de matiére seche (umol Fe (11) / 100 g MS).
2.3.1.2. Etude de I’activité antibactérienne
2.3.1.2.1. Repiquage et revivification des bactéries pathogenes

Les bactéries pathogenes utilisées sont sous forme congelée en culture pure. Elles
sont réactivées et maintenues par un repiquage avec 1ml d'inocula dans 10 ml de bouillon
nutritif, et incubées a 37 °C pendant 72 heures. A partir du milieu préalablement enrichi,
on prend une goutte a I'aide d’une anse a platine et par l'utilisation de la méthode des stries,
on I’ensemence sur le milieu sélectif gélosé coulé sur boite de pétri de chaque bactérie

pathogene puis on incube a 37° C pendant 24 a 48 heures (Guiraud, 2003).
2.3.1.2.2. Préparation des suspensions bactériennes

La préparation de la suspension bactérienne se fait par le transfert de quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques a 1’aide d’une pipette pasteur dans une

solution d’eau physiologique stérile a 0.9% pour avoir un inoculum de 10°UFC /ml (Zarai
etal., 2011).

2.3.1.2.3. Effet antibactérien des extraits

Des boites de pétri contenant le milieu Mueller Hinton (MH) agar sont ensemencées
en nappe par I’inoculum bactérien. Aprés un séchage de 30 mn a 37°C, des disques en
papier Whatman stériles de 6 mm de diamétre ont été imprégnés de 50 ul de chaque extrait
méthanolique a 10 mg/ml et soigneusement déposés a la surface de la gélose préalablement
ensemencée par la suspension de chaque bactérie pathogéne. Les boites sont incubées par
la suite pendant 24 h & 37°C. Chaque test est répété trois fois. Aprés incubation, I’absence
de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour du disque, dont le

diamétre est exprimé millimétre (Perveen et al., 2012).
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e Test témoin

Le test témoin a pour but de confirmer que l'inhibition de la croissance bactérienne
est due uniquement a la substance étudiée (extraits méthanoliques). Il consiste a déposer a
la surface de la gélose MH des disques en papier Whatman imbibés par le méthanol

(solvant utilisé pour faire 1’extraction) (témoin négatif).
2.3.1.2.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
e Principe

On ensemence des bouillons MH avec une souche bactérienne contenant une
concentration décroissante de chaque extrait méthanolique des dattes. Aprés 24 heures
d’incubation, on détermine la CMI comme étant la quantité la plus faible d’extrait
produisant une inhibition de la croissance bactérienne qui s'exprime par l'absence de
trouble (Perveen et al., 2012).

e Technique

La technique de dilution du bouillon MH est utilisée pour determiner la
concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits méthanoliques des cultivars dattiers.
Le test est ajusté et effectué tel que décrit par Saleh et Otaibi (2013).

Des concentrations croissantes de chaque extrait (10-15-20-25-30-35-40-45-50
mg/ml) sont préparées en utilisant le méthanol. 5 ml de bouillon MH et 50 ul de la
suspension de chaque bactérie pathogéne sont introduits dans dix tubes a essai. 1ml de
chaque concentration des extraits est ajouté a ces tubes. Les tubes ont été incubés a 37 ° C
pendant 48h.

Deux tubes, I'un contenant le bouillon MH et I'inoculum bactérien comme un test
positif, et l'autre contenant seulement le bouillon MH comme un test négatif;

ont été utilisés pour comparer leurs turbidités avec celles des dix tubes de la CMI.

Apres incubation, les tubes sont soigneusement examings, un trouble s'est développé
dans certains tubes. La CMI correspond au premier tube dans lequel il n'y a pas de

croissance visible, exprimée en mg/ml (Derbel et al., 2013).
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2.3.1.2.5. Test de sensibilité aux antibiotiques: Antibiogramme

Afin de comparer I'effet antibactérien des extraits méthanoliques des dattes a celui
des antibiotiques, la méthode d'antibiogramme est utilisée. Elle consiste a déposer des
disques impregnés par les antibiotiques (10 pg /ml) a tester a la surface du milieu Mueller
Hinton agar, préalablement ensemencée uniformément avec la culture des souches
pathogenes (Yakhlef et al., 2011; Basli et al., 2012).

La sensibilité des bactéries pathogénes aux antibiotiques est déterminée selon le
méme protocole qu’avec les disques de papier imprégnés d’extraits. Les antibiotiques

utilisés sont les suivants: Streptomycine, Cefazoline et Cefixime.
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2.3.2. Activités biologiques (in vivo)
2.3.2.1. Etude de la toxicité aigué

La toxicité aigué des extraits testés de Phoenix dactylifera L. a été réalisée selon le
protocole de Doha et Al-Okbi (2004).

e Principe

Elle consiste a déterminer la dose létale (DLsg). En effet, la DLsy correspond a la
dose d’une substance pouvant causer la mort de 50 % d’une population animale dans des
conditions d’expérimentation précises. Cette dose permet d’identifier les symptdmes de

I’intoxication et de comparer les substances entre elles quant a leur potentiel toxique.
e Mode opératoire

La toxicité aigué des extraits des cultivars de Phoenix dactylifera L. a été évaluée
chez des souris Swiss albinos préalablement mises a jeun pendant 16 heures. Les animaux
ont été randomisés par lot de cinq souris méales et femelles. Des doses croissantes de
chaque extrait méthanolique (100, 300 et 1000 mg/kg de poids corporel) ont été préparées
dans I’eau distillée et administrées aux souris par voie orale (10mlkg PC). Le lot témoin a
recu un méme volume et de la méme maniére de I’eau distillée. Apres 1’administration, les
animaux ont été observés sur une période de 24 heures, afin d’étudier leur comportement

général en comparaison avec celui du lot témoin (mort, agitation, respiration, asthénie).
2.3.2.2. Etude de I’activité anti-inflammatoire
L’activité anti-inflammatoire a été évaluée selon la méthode de Winter et al. (1962).
e Principe

Le principe consiste a vérifier ’action inhibitrice des extraits méthanoliques des
dattes sur I’inflammation aigué provoqueée par I’injection 0.1 ml de carragénine a 1% sous
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche des souris (Ait El Cadi et al., 2012;
Amezouar et al., 2013).
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e Mode opératoire

Les souris ont été réparties en 12 lots de 5 animaux chacun et mises a jeun pendant

16 heures avant 1I’expérimentation. Les lots sont subdivisés en trois groupes comme suit:

Groupe 01: chaque extrait méthanolique de Phoenix dactylifera L. a été administré

oralement a une dose de 250 mg/ kg du poids corporel (groupe traité);

Groupe 02: les souris constituant le groupe de référence ont été gavees avec

I’indométacine a une dose de 10 mg/kg du poids corporel (groupe de référence);
Groupe 03 : le lot témoin a été gavé avec de 1’eau distillée (groupe de contréle).

30 minutes aprés gavage, 0.1 ml de carragénine a 1% dans une solution saline
isotonique (NaCl 0.9%) a été injecté sous I’aponévrose plantaire de la patte postérieure

gauche des souris.

Apres 5 heures, les souris ont été sacrifiées et les pattes postérieures ont été coupées

a hauteur de I’articulation puis pesées a 1’aide d’une balance analytique (Annexe II).
e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’inflammation a été calculé selon la formule

suivante:

% AUG du groupe de contrdle —% AUG du du groupe traité
% d’inhibition de Pinflammation =— EToTp i U ETOup x 100
% AUG du groupe de controle

% AUG est le pourcentage d’augmentation du volume de la patte de la souris, il est

calculé par I’équation suivante:

moyenne des poids des pattes gauches —moyenne des poids des pattes droites
Le AUG % == P paTese y P P X 100

moyenne des poids des pattes droites
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2.3.2.3. Etude de I’activité antispasmodique
L’activité antispasmodique a été évaluée selon la méthode de Collier et al. (1968).
e Principe

Une réaction douloureuse est provoquée chez les souris par injection intra-
péritonéale d’acide acétique a raison de 0.1/10g de poids corporel. La douleur se manifeste
par un mouvement d’étirement des pattes postérieures et des torsions de la musculature
dorso-abdominale (spasmes) qui peut étre réduite par un produit antispasmodique (Rouibi
etal., 2012).

e Mode opératoire

Les souris ont été réparties en 12 lots de 5 animaux chacun et mises a jeun pendant

16 heures avant I’expérimentation. Les lots sont subdivisés en trois groupes comme suit:

Groupe 01: les lots testés recoivent oralement les extraits méthanoliques a une dose de

250 mg/ kg du poids corporel de I’animal (groupe traité);

Groupe 02: les souris constituant le groupe de référence recoivent I’ibuproféne diluée dans
I’eau physiologique a 0.9% a une dose de 200 mg/kg du poids corporel de 1’animal (groupe

de référence);
Groupe 03: Ie lot témoin a été gavé avec de ’eau distillée (groupe de contréle).

Apres 30 minutes, toutes les souris regoivent 0.2 ml de la solution d’acide acétique a
1 % par voie intra-péritonéale. Aprés 5 minutes, le nombre de contorsions abdominales par

souris a été compté pendant 15 minutes.

e Expression des résultats

Le pourcentage de réduction des spasmes (pourcentage de protection), est calculé

selon la formule suivante:

moyenne des spasmes du lot témoi -moyenne des spasmes du lot traité

x 100

% de protection = —
moyenne des spasmes du lot témoin
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2.4. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées en triple et les résultats sont ont été exprimes
en moyenne + 1’écart-type. L’analyse statistique a été exécutée en utilisant le logiciel Past
version 2.15. La détermination des taux de signification est effectuée par ANOVA suivie
du test de LSD de Fisher pour les comparaisons multiples. Les valeurs de P <0.05 sont

considérees statistiquement significatives.
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2.5. Phylogénie moléculaire des cultivars de dattes (Phoenix dactylifera L.) par

les marqueurs RAPD

2.5.1. Extraction d'ADN

L’extraction de I’ADN est faite selon la technique classique décrite par Doyle et

Doyle (1987), en utilisant le mélange Phénol/Chloroforme.

L'ADN a été extrait directement a partir de 0.2 g de feuilles broyées de chaque
cultivar de datte, puis mises dans des tubes de 1.5 ml. A ce broyat, s’joute un tampon
d’extraction composé de 1.4M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI puis une agitation

vigoureuse du mélange pendant 2 min a 1’aide d’un vortex.

Apreés ajout de 33 ul de SDS et agitation, le mélange est incubé a une température de
55°C pendant 30 minutes. Apres refroidissent, le mélange est soumis & une étape de
déprotéinisation en procédant a un lavage avec 200 pl du mélange
phénol/chloroforme/alcool isoamylique (100ul/96ul/4ul) respectivement suivant la fraction
(25:24:1), suivi d’un autre lavage avec 200 ul de mélange chlorophorme/alcool
isoamylique (192ul/8ul) respectivement suivant la fraction (24:1). Ces lavages permettent
de neutraliser et éliminer toutes traces de phénol naturellement présent dans les feuilles par

le chloroforme.

L’ensemble aprés agitation est centrifugé a 12500 tr/min pendant 10 min pour
séparer la phase organique et la phase aqueuse contenant I’ADN. La solution est maintenue
a — 20°C durant toute la nuit, et centrifugée pendant 5 minutes a 12 500 tr/min pour
précipiter I'acide nucléique. Le culot est lavé avec éthanol 75 %, avec éthanol 95 % et
séche a température ambiante. Une fois séchée, la solution d'ADN est diluée dans 50 pl du

tampon TE et gardée a 4 °C.
2.5.2. Amplification de ’ADN

Les différents extraits d'ADN utilisés pour I’amplification sont dilués en 1/10éme. La

réaction a été faite dans un volume total de 25 pl du mélange.

Aprés avoir testé les différentes concentrations de MgClz, dNTP, amorces, ADN et

Taq polymérase, nous avons choisi le protocole présenté dans le tableau VI. En tout, 15
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amorces decameres arbitraires RAPD d’Operon Technologies Inc. ont été choisies et

utilisées pour l'analyse du polymorphisme entre les différents cultivars de datte (Tableau

V).

Tableau IV: Séquences des amorces décameres RAPD utilisées.

Amorces décameres Séquences (5°-3)
OPI-06 AAGGCGGCAG
OPI-07 CAGCGACAAG
OPI-08 TTTGCCCGGT
OPI-09 TGGAGAGCAG
OPI-10 ACAACGCGAG
OPI-11 ACATGCCGTG
OPI-12 AGAGGGCACA
OPI-13 CTGGGGCTGA
OPI-14 TGACGGCGGT
OPI-15 TCATCCGAGG
OPI-16 TCTCCGCCCT
OPI-17 GGTGGTGATG
OPI-18 TGCCCAGCCT
OPI-19 AATGCGGGAG
OPI-20 AAAGTGCGGG

L'ensemble de la manipulation RAPD-PCR s'effectue sous la hotte a flux laminaire.

La réaction d’amplification a été effectuée dans un volume réactionnel de 25 pl. Le Mix est

tout d'abord réalisé en introduisant dans I'ordre et en agitant : 55ul de tampon (loading day
5x), 27,5ul de MgCl,, 2,2ul de dNTP, 25.5ul d’amorces et 2,2ul de Taq polymérase est

ajoutée a la derniére minute. Finalement, 132 ul d'eau est introduite et le Mix est mélangé

doucement (Tableau V).
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Tableau V: Composition du mélange réactionnel pour PCR/RAPD.

Protocole de Belkadi et al. (2003)

Protocole adapté

Eléments du Volume de prise Eléments du Volume de prise (ul)
mélange (b mélange

Tampon PCR (10X) 2.5 Tampon PCR (5X) 05

MgCl, (25mM) 2.5 MgCl, (25mM) 2.5

dNTP (20mM) 01 dNTP (10mM) 0.2 pour chaque dNTP

Amorces (10uM) 0.5 Amorces (100uM) 2.5

Taq polymérase 0.8 Taq polymérase 0.2

(5U/ul) (5U/ul)

ADN (15ng/l) 01 ADN (15ng/pl) 2

Eau distillée (PCR 16.7 Eau distillée (PCR 12

Water)

Water)

Le Mix est ensuite reparti de facon homogéene dans les tubes a Eppendorfs. En

dernier lieu, 2 ul de I'ADN est ajouté. Dans chaque tube, le mélange final (Mix + ADN) est

recouvert par une goutte de paraffine liquide afin de limiter I'évaporation.

Le cycle de PCR choisi correspond au cycle classique (Al-Khalifah et Askari, 2003).

Il est a noter que les 45 cycles et I’étape d’élongation de 2mn permettent d’amplifier

efficacement les produits les plus longs (Tableau VI). Les amplifications d'ADN ont été

effectuées en utilisant un cycleur thermique (Research PTC 100).

Tableau VI: Programme d’amplification PCR-RAPD (Al-Khalifah et Askari, 2003).

Etapes Température (°C) Durée Nombre de
répétition
(Cycle)
01 Dénaturation initiale 94 03 mn 01
Dénaturation 94 30s
02 Hybridation 36 01 mn 45
Elongation 72 02 mn
03 Extension finale 72 10 mn 01
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2.5.3. Electrophoreése sur gel d'agarose

Les produits amplifiés sont séparés par €lectrophorése horizontale en gel d’agarose
(1,5 %) dans du tampon TAE (1X). La taille des produits amplifiés a été déterminée par
comparaison avec un marqueur de taille (200 pb DNA ladder). Aprés une migration a
135V, les gels sont plongés dans un bain de bromure d’éthidium (0,1%) qui se fixe sur les
acides nucléiques, pendant 10 a 15 min. Les gels sont ensuite visualisés sous UV (Al-
Khalifah et Askari, 2003).

2.5.4. Analyse des données RAPD

Seules les bandes polymorphes ont été retenues pour 1’analyse des données a 1’aide
du logiciel PAST par la méthode CLUSTER ANALYSIS et I’indice de similarité de Jaccard.
Les bandes monomorphes ne présentent aucune différence entre les cultivars et ne donnent

aucune information sur le polymorphisme.
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1. Résultats et discussion
1. Rendements des extraits méthanoliques des dattes

Les rendements des différents extraits des cultivars de dattes sont deéfinis
comme étant les rapports de la quantité de substances végeétales extraites sur la

quantité de matiere végétale utilisée, ils sont exprimés en pourcentage (%).

D’aprés ces résultats, le rendement de I’extrait de la variété Tansine (36.10+ 0.12 %) est
significativement (P<0.05) supérieur a ceux de Hamraya (27.28+0.23%), Ghars
(27.63£0.87%), Degla Baidha (28.33+ 0.77%), Tantebouchte (28.70+0.35%) et Biraya
(29.70+3.25%) (Fig. 16).

La comparaison de ces résultats avec ceux rapportés par la littérature montre
que les différences varient d’une étude a une autre. En effet, Silabdi (2010) a trouvé
un rendement de 37 % pour I’extrait méthanolique de la variété Ali Ourached, ce qui
concorde avec nos résultats. Par contre, la méme étude a montré que I’extraction par
I’eau a donné un rendement avoisinant de 4 %, ce qui demeure inférieur aux

rendements obtenus dans notre travail.

Le méthanol a ¢été recommandé et fréquemment employé pour 1’extraction des
composes phénoliques. Le méthanol aqueux a 70% est deux fois plus efficace que le
méthanol pur, pour I’extraction des composés phénoliques (Telli et al., 2010). En
plus, un rapport de 70% de méthanol au minimum est nécessaire pour inactiver les
polyphénols-oxydases, des enzymes intervenant dans 1’oxydation des polyphénols,

ce qui conduit au phénomeéne de brunissement (Chirinos et al., 2007).
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Figure 16: Rendements des extraits méthanoliques des différents cultivars des dattes.

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

D’une manicére générale, le rendement n’est pas relatif et varie en fonction de
plusieurs parametres: le matériel végétal étudié (taille des particules), les
caractéristiques  physico-chimiques des solvants utilisés et notamment de leur
polarité. Il dépend aussi aux conditions et la durée de stockage, période de récolte et
a la méthode et les conditions dans lesquels [D’extraction a ¢été effectuée

(Benmeddour et al., 2013).
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2. Etude phytochimique des extraits méthanoliques des dattes
2.1. Analyses quantitatives

Afin de caractériser les extraits méthanoliques des différents cultivars de
dattes, un dosage des composés phénoliques totaux, flavonoides et flavonols a été
effectué. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que

la majorité des propriétés antioxydantes des plantes leur sont attribuées.

Les résultats obtenus au cours de la détermination de la teneur en polyphenols,
flavonoides et flavonols dans les extraits méthanoliques des dattes (Phoenix

dactylifera L.) ont montré des teneurs variées en ces métabolites secondaires.
2.1.1. Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en composes phénoliques des différents extraits méthanoliques ont
été calculées a partir de la courbe d’étalonnage y=0.053+0.002 (r’=0.997) (Annexe
[) et exprimées en milligramme d’équivalence d’acide gallique utilisé comme

standard par cent grammes de la matiére séche végétale (mg EAG/100g MS).

La teneur en polyphénols totaux de [D’extrait méthanolique de la variété Ali
Ourached (6.53 + 0.18 EAG/100g MS) est significativement (P<0.05) supérieure
aux teneurs des autres cultivars: Ghars (5.47 = 0.17mg EAG/100g MS), Deglet-Nour
(472 £ 0.41 mg EAG/100g MS), Degla Baidha (4.51 +0.26 mg EAG/100g MS),
Tansine (3.70 = 056 mg EAG/100g MS) et Tantebouchte (3.50 £ 0.23 mg
EAG/100g MS). Les faibles teneurs en composes phénoliques totaux sont retrouvées
dans I’extrait de la variété Biraya (2.06 = 0.06 mg EAG/100g MS) (Fig. 17).

Il a été démontré a travers plusieurs travaux antérieurs sur diverses plantes que
les combinaisons du méthanol avec I’eau font améliorer 1’extraction des composés
phénoliques glycosylés et permettent d’épuiser le matériel végétal et la  quasi-
totalité de ses constituants (Al-Farsi et al., 2005a; Chirinos et al., 2007; Kim et al.,
2007; Spigno et al., 2007; Tabart et al., 2007).
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Figure 17: Teneur en composés phénoliques des différents extraits methanoliques.

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

La solubilitt des polyphénols dépend principalement du nombre de
groupements hydroxyles, de poids moléculaire et de la longueur de la chaine

carbonique de squelette de base (Mohammedi et Atik, 2011).

La comparaison des teneurs en polyphénols totaux avec celles rapportées par
la bibliographie, montre qu’elles sont trés proches. En effet, une étude réalisée par
Biglari et al. (2008) a montré que la teneur en polyphénols totaux des dattes d’Iran
varie de 2.89 a 6.64 mg EAG/100g MS, a I’exception de la variét¢ de Kharak, dont
la teneur en polyphénols totaux est de 141.35 mg EAG/100g MS.

En outre, I’étude de Hamad et al. (2015) réalisée sur les extraits de douze
cultivars de Phoenix dactylifera L. d’Arabie Saoudite a montré que la teneur en
phénols totaux varie de 10.4 a 22.1 mg EAG/100g MS.
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Wu et al. (2004) ont rapporté que la teneur en polyphénols totaux varie entre
572 a 661 mg EAG/100 mg dans les dattes consommeées aux Etat Unis (USA).

Kchaou et al. (2014) ont testé les extraits des variétés de dattes de la Tunisie,
ils ont trouvé que la teneur en polyphénols totaux varie entre 240.38 & 505.49 mg
EAG/100 g MS.

L’étude faite par Al-Farsi et al. (2007) a montré que la teneur en phénols
totaux des extraits aqueux de trois variétés de dattes (Mabseeli, Um-sellah et Shahal)
d’Omanie est de 172 a 246 mg EAG/100 g MS.

Khali et  Selselet-Attou  (2007) ont déterminé par la  méthode
spectrophotométrique le contenu en polyphénols totaux dans les extraits
méthanoliques de la varieté Deglet-Nour de la région de Biskra (Algérie). La teneur
en polyphénols totaux dans I’extrait MeOH de ce cultivar est de 510 mg EAG/100 g
MS. Zineb et al. (2012) ont trouvé que les dattes de la région d’Ouargla (Algérie)
sont riches en polyphénols totaux, elles en contiennent 41.8 a 84.73 mg EAG/100 ¢
MS.

L’¢étude réalisée par Rania et al. (2014) sur le contenu en polyphénols totaux
des extraits méthanoliques de sept cultivars de dattes (Phoenix dactylifera L.) du
Soudan, a démontré que ces extraits en contiennent de 35.82 a 199.34 mg EAG/100
g MS.

Mohamed Lemine et ses collaborateurs (2014) ont testé les extraits
méthanoliques de six variétés de dattes de la Mauritanie, ils ont trouvé que la teneur
en composés phénoliques totaux est de 558.9 a 728.5 EAG/100 g MS.

Des études ont indiqué que les dattes sont riches en acides phénoliques: acide
vanillique, acide gallique, acide syringique, acide férulique, acide protocatéchique,
acide p-hydroxybenzoique, acide caféique, acide paracoumarique et 1’acide o-
coumarique (Mansouri et al., 2005; Al-Farsi et al., 2005a; Benmaddour et al., 2013).
Ouafi et Bounaga (2010) considéraient les composés phénoliques comme des
marqueurs  biochimiques utilisés pour caractériser les cultivars de Phoenix

dactylifera L.
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Toutefois, les résultats du dosage des composés phénoliques n’indiquent pas
les valeurs exactes des teneurs en polyphénols. La faible spécificité du reéactif de
Folin-Ciocalteu est linconvénient principal du dosage colorimétrique. En effet, le
réactif est extrémement sensible a la réduction de tout les groupes hydroxyles non
seulement ceux des composés phénoliques, mais également de certains sucres
réducteurs (glucose, fructose) et de protéines (tyrosine, tryptophane) (Gomez-
Caravaca et al., 2006).

La différence de la teneur en composés phénoliques des dattes est due a
plusieurs facteurs, comme: la variété, les conditions de croissance, la saison de
maturité, [’origine géographique, la fertilit¢ du sol, les conditions de stockage, le
temps d’exposition au soleil et le choix du solvant (Al-Farsi et al., 2007; Besbes et
al., 2009; Kchaou et al., 2013; Shahdadi et al., 2015; Mrabet et al., 2016; Amiour et
Hambaba, 2016).

2.1.2. Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides dans les extraits méthanoliqgues de Phoenix
dactylifera L. ont été estimées par la méthode utilisant le trichlorure d’aluminium
(AICI3). La concentration des flavonoides dans les extraits méthanoliques des
variétés de dattes est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue a
partir de Déquation linéaire y=0.034x (r°=0.988) (Annexe 1). Les teneurs sont
exprimées en milligramme d’équivalence de catéchine utilisée comme standard par

cent gramme de la matiére seche végétale (mg EC/100g MS).

Les taux en flavonoides des extraits méthanoliques des variétés de Phoenix
dactylifera L. varient de 1.06£0.12 a 4.23+ 0.29 mg EC/100g MS. La variété Ali
Ourached montre la teneur la plus élevée (4.23+ 0.29 mg EC/100g MS), suivie par la
variété Ghars (4.13 +0.17 mg EC/100g MS), Deglet-Nour (3.48+0.50 mg EC/100g
MS), Degla Baidha (3.21+0.19 mg EC/100g MS) et Tantebouchte (2.55+0.12 mg
EC/100g MS), tandis que la variété Biraya enregistre la plus faible teneur en
flavonoides (1.06+0.12 mg EC/100g MS)(Fig. 18).
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Figure 18: Teneur en flavonoides des différents extraits méthanoliques.

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

Un résultat similaire a été trouvé par Biglari et al. (2008), avec les cultivars
d’Iran, dont la teneur en flavonoides est de 1.62 a 471 mg EC / 100g MS, a
I’exception de la variété Kharak, dont la teneur en flavonoides est de 81.79 mg EC/
100g MS.

Naskar et al. (2010) ont déterminé par la méthode spectrophotométrique Ile
contenu en flavonoides dans I’extrait hydro-meéthanolique du fruit indien de Phoenix
dactylifera L. En effet, la teneur en flavonoides enregistrée est de 4.79 pug EC/g
MS.

Benmeddour et al. (2013) ont rapporté que la teneur en flavonoides des
extraits hydro-acétoniques des variétés de dattes (Phoenix dactylifera L.) cultivées
en Algérie (Biskra) varie de 15.22 4 299.74 mg EC / 100g MS.

Mohamed Lemine et ses collaborateurs (2014) ont testé les extraits
méthanoliques de six variétés de dattes de la Mauritanie, ils ont trouvé que la teneur
en flavonoides est de 39.5+1.5a112.5 + 0.83 mg EC /100g MS.
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De nombreuses études ont montré que les flavonoides montrent une tres forte
capacité a bloquer la prolifération des cellules humaines issues de cancers du sein,
de prostate, du colon, du poumon et de peau ainsi qu’une prévention contre les

maladies cardiovasculaires (Le Marchand, 2002).

D’apres la bibliographie, les études conduites sur la composition des dattes en
flavonoides évoquent toutes la présence de ces métabolites. En effet, ces études ont
mentionné la présence de lutéoline, quercétine, apigénine, isoquercétine, flavones
glycosides, flavonones glycosides et de flavonols glycosides (Mansouri et al., 2005;
Benmeddour et al., 2013; Farag et al., 2016).

2.1.3. Dosage des Flavonols

La concentration des flavonols dans les extraits méthanoliques des variétés de
dattes (Phoenix dactylifera L.) est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage
obtenue a partir de 1’équation linéaire y=0.0443x (r’=0.979) (Annexe 1). Les teneurs
sont exprimées en milligramme d’équivalence de rutine utilisee comme standard par

cent gramme de la matiére seche végétale (mg ER/100g MS).

La teneur en flavonols des extraits méthanoliques de Phoenix dactylifera L.
varie de 0.41+0.23 a 1.43%#0.15 mg ER/100g MS. Les extraits des variétés Ali
Ourached, Ghars et Deglet-Nour ont présenté significativement (P<0.05) les teneurs
en flavonols les plus élevées, les valeurs respectives sont de 1.43+0.15, 1.41+0.09 et
1.16£0.20 mg ER/100g MS. Tandis que, les extraits des cultivars Tamajort
(0.41£0.23mg ER/100g MS), Figheth (0.43+0.32 mg ER/100g MS), Biraya
(0.44+0.10 mg ER/100g MS), Hamraya (0.47+0.05 mg ER/100g MS) et Tansine
(0.71£0.09mg ER/100g MS) ont des teneurs en flavonols significativement

inférieures (P<0.05) a celles retrouvées pour les autres extraits (Fig.19).

L’¢tude de Benmeddour et al. (2013) realisee sur dix cultivars de dattes
(Phoenix dactylifera L.) de la station de Tolga (Biskra, Algérie) a montré que les
teneurs en flavonols des extraits hydro-acétoniques varient de 6.73 a 36.64 mg
RE/100 g MS.
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Figure 19: Teneur en flavonols des différents extraits méthanoliques.

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

Toutefois, il est difficille de comparer ces résultats avec ceux de la
bibliographie car 1’utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité
d’une comparaison entre les études. Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur
en flavonoides et flavonols. En effet, des études ont montré que les facteurs
extrinseques (tels que des facteurs géographiques et climatiques), les facteurs
génetiques, mais également le degré de maturation de la plante ont une forte
influence sur le contenu en flavonoides et flavonols (Shui et Leong, 2006;
Benmeddour et al., 2013).

Saleh et al. (2011) ont rapporté que certaines réactions peuvent avoir lieu lors
du stockage des fruits, comme la dépolymérisation, la dégradation des monomeres,

la précipitation et la polymérisation, ce qui affecte leur contenu phénolique.
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2.2. Analyse des composés phénoliques par chromatographie liquide a haute

performance (HPLC)

La détection des composeés phénoliques des extraits methanoliques des dattes
a été déterminée par HPLC et ils ont été séparés et détectés a 220, 280, 300 et
365nm. Vingt-trois composés phénoliques purs: rutine, naringine, quercétine,
lutéoline, isorhamnétine, acide 2,5 dimethyl hydroxy cinnamique, acide trimethoxy-
3,4,5-benzoique, acide 3,4,5 trimethoxy trans cinnamique, l'acide ferulique, acide
galligue, acide  m-anisique, acide  o-anisique, acide  syringique, acide
trans cinnamique, acide trans dimethoxy cinnamique, acide 3-hydroxy 4-methoxy
cinnamique, apigénine, caféine, vanilline, acide tannique, naringenin-7-o-glucoside,
hespéridine et 1’acide caféique ont été utilisés dans 1’analyse comme standards, en
comparant les temps de rétention des composés phénoliques standards avec les pics
des chromatogrammes des différents extraits analysés (Annexe I).

A la longueur d’onde 220 nm, en comparant les temps de rétention des
composés phénoliques standards avec les pics des chromatogrammes de différents
extraits analysés, 1’acide trimethoxy-3,4,5-benzoique et 1’acide m-anisique ont eéte
détectés uniquement dans les extraits méthanoliques des cultivars de Tansine,
Hamraya, Degla Baidha et Figheth a des temps de rétention de 10.885 et 11.724 min

respectivement.

A la longueur d’onde 280 nm, 1’acide gallique, acide tannique, caféine,
naringenin-7-o-glucoside, acide trans cinnamique, acide 2,5 dimethyl hydroxy
cinnamique et I’hespéridine ont eté détectés dans les extraits méthanoliques des
cultivars de Tamajort, Figheth, Hamraya, Tansine, Degla Baidha et Tantebouchte a
des temps de rétention de 3.260, 3.356, 6.447, 10.321, 13.889, 14.823 et 15.070 min
respectivement. De méme, I’analyse des composés phénoliques par HPLC a montré
la présence de I’acide caféique, acide férulique, acide o-anisique, naringine et 1’acide
3,45 trimethoxy trans cinnamique dans les extraits de Biraya, Deglet-Nour, Ali
Ourached et Ghars (Tableau VII).

Les analyses chromatographiques a la longueur d’onde 300 nm ont permis
d’identifier 1’hespéridine, aspegenine et la lutéoline dans les extraits méthanoliques

des cultivars de Biraya, Deglet-Nour, Ali Ourached et Ghars a des temps de
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rétention de 15.100, 14.419 et 12.843 min respectivement. En revanche, la vanilline
a été detectée dans tous les extraits de dattes. L’acide 3-hydroxy 4-methoxy
cinnamique, acide 3,45 trimethoxy trans cinnamique et 1’acide trans dimethoxy
cinnamique ont été détectés dans les extraits de Tamajort, Figheth, Hamraya,
Tansine, Degla Baidha et Tantebouchte a des temps de rétention de 9.725, 12,864 et

14.941 min respectivement.

L’analyse qualitative par HPLC a la longueur d’onde 365 nm a révélé la
présence de la rutine et la quercétine dans tous les extraits étudiés a des temps de
rétention de 8.754 et 12.800 min respectivement.
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Tableau VII: Composés phénoliques détectés dans les extraits méthanoliques de Phoenix dactylifera L. analysés a 220, 280, 300 et 365nm par

HPLC.
220nm 280 nm 300 nm 365 nm
Composés TR Composés TR Composés TR Composes TR
phénoliques (min) phénoliques détectés | (min) | phénoliques détectés (min) phénoliques (min)
détectés détectés
-Acide gallique 3.260 - Acide caféique 7.062 | -Rutine 8.764
- Acide tannique 3.356 - Vanilline 8.503 | - Acide o-anisique 9.723
-Caféine 6.447 -Acide férulique 9.335 | - Lutéoline 12.776
ﬁ ND -Naringenin-7-o- 10.32 -Acide 3-hydroxy 4- 9.790 | - Quercétine 12.796
S glucoside methoxy cinnamique - Aspegenine 14.726
é -Acide 13.89 |- Acide 3,4,5 12.860 | -Isorhamnétine 15.032
= trans cinnamique trimethoxy trans
S -Acide 2,5 dimethyl | 14.82 | cinnamique
hydroxy cinnamique -Acide 14.946
-Hespéridine 15.07 trans dimethoxy
cinnamique
- Acide caféique 7.235 - Vanilline 8.759 | -Rutine 8.754
-Acide férulique 9.294 - Lutéoline 12.843 | - Quercétine 12.800
S ND - Acide o-anisique 9.653 - Aspegenine 14.740
o - Naringine 10.341 | -Hespéridine 15.100
o - Acide 3,4,5 12.913
trimethoxy trans
cinnamique
-Acide 10.885 - Acide gallique 3.168 - Acide caféique 7.095 | -Rutine 8.760
trimethoxy-3,4,5- - Acide tannique 3.270 - Vanilline 8.758 | - Acide o-anisique 9.727
benzoique -Caféine 6.354 -Acide férulique 9.264 | - Lutéoline 12.656
I -Acide m- | 11.724 -Naringenin-7-o- 10.341 | -Acide 3-hydroxy 4- 9.725 | - Quercétine 12.801
% anisique glucoside methoxy cinnamique - Aspegenine 14.497
03 -Acide 13.745 | - Acide 3,4,5 12.864 | -Isorhamnétine 15.059
S trans cinnamique trimethoxy trans
a -Acide 2,5 dimethyl | 14.640 | cinnamique
hydroxy cinnamique -Acide 14.941
-Hespéridine 14.926 | trans dimethoxy
cinnamique
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Partie expérimentale

Résultats et discussion

- Acide caféique 7.236 - Vanilline 8.773 | -Rutine 8.773
5 -Acide férulique 9.360 - Lutéoline 12.843 | - Quercétine 12.821
3 ND - Acide o-anisique 9.827 - Aspegenine 14.419
= - Naringine 10.333 | -Hespéridine 15.100
> - Acide 3,4,5 12.913
Q trimethoxy trans
cinnamique
- Acide caféique 7.137 - Vanilline 8.673 | -Rutine 8.754
E -Acide férulique 9.300 - Lutéoline 12.843 | - Quercétine 12.800
S ND - Acide o-anisique 9.738 - Aspegenine 14.419
5 - Naringine 10.456 | -Hespéridine 15.100
O - Acide 3,4,5 12.913
< trimethoxy trans
cinnamique
- Acide caféique 7.177 - Vanilline 8.784 | -Rutine 8.778
-Acide férulique 9.345 - Lutéoline 12.843 | - Quercétine 12.800
» ND - Acide o-anisique 9.821 - Aspegenine 14.419
s - Naringine 10.341 | -Hespéridine 15.100
O - Acide 3,4,5 12.913
trimethoxy trans
cinnamique
-Acide 10.835 | -Acide gallique 3.26 -Acide cafeique 7.062 | -Rutine 8.664
trimethoxy-3,4,5- -Acide tannique 3.27 -Vanilline 8.604 | - Acide o-anisique | 9.668
benzoique -Caféine 6.405 -Acide férulique 9.266 | -Lutéoline 12.776
-Acide m- | 11.288 | -Naringenin-7-o- 10.38 -Acide 3-hydroxy 4- 9.677 | -Quercetine 12.810
IS anisique glucoside methoxy cinnamique -Aspegenine 14.497
2 -Acide 13.82 -Acide 3,4,5 12.81 | -Isorhamnétine 15.059
S trans cinnamique trimethoxy trans
-Acide 2,5 dimethyl | 14.82 cinnamique
hydroxy cinnamique -Acide 14.88
-Hesperidine 15.07 trans dimethoxy
cinnamique
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Partie expérimentale

Résultats et discussion

-Acide 10.721 - Acide gallique 3.260 - Acide caféique 7.062 | -Rutine 8.664
trimethoxy-3,4,5- - Acide tannique 3.270 - Vanilline 8.604 | -Acide o-anisique 9.668
benzoique -Caféine 6.405 -Acide férulique 9.266 | -Lutéoline 12.776
- -Acide m- | 12.437 -Naringenin-7-o- 10.387 | -Acide 3-hydroxy 4- 9.677 | -Quercétine 12.810
P anisique glucoside methoxy cinnamique -Aspegenine 14.497
g -Acide 13.821 | - Acide 3,4,5 12.816 | -Isorhamnétine 15.059
‘Is trans cinnamique trimethoxy trans
-Acide 2,5 dimethyl | 14.823 | cinnamique
hydroxy cinnamique -Acide 14.882
-Hespéridine 15.070 | trans dimethoxy
cinnamique
-Acide 11.174 | - Acide gallique 3.193 -Acide caféique 7.080 | -Rutine 8.779
trimethoxy-3,4,5- - Acide tannique 3.270 -Vanilline 8.771 | -Acide o-anisique 9.740
benzoique -Caféine 6.354 -Acide férulique 9.356 | -Lutéoline 12.344
-Acide m- 11.936 | -Naringenin-7-0- 10.338 | -Acide 3-hydroxy 4- 9.669 | -Quercétine 12.830
% anisique glucoside methoxy cinnamique -Aspegenine 14.756
< -Acide 13.915 | - Acide 3,4,5 12.902 | -Isorhamnétine 15.059
[ trans cinnamique trimethoxy trans
-Acide 2,5 dimethyl | 14.823 | cinnamique
hydroxy cinnamique -Acide 14.950
-Hespéridine 15.070 | trans dimethoxy
cinnamique
-Acide gallique 3.182 -Acide cafeique 7.076 | -Rutine 8.651
-Acide tannique 3.399 -Vanilline 8.568 | -Acide o-anisique 9.732
-Caféine 6.358 -Acide férulique 9.356 | -Lutéoline 12.675
- ND -Naringenin-7-o- 10.345 | -Acide 3-hydroxy 4- 9.816 | -Quercetine 12.814
§ glucoside methoxy cinnamique -Aspegenine 14.403
g -Acide 13.905 | -Acide 3,4,5 12.898 | -Isorhamnétine 14.745
S trans cinnamique trimethoxy trans
-Acide 2,5 dimethyl | 14.834 | cinnamique
hydroxy cinnamique -Acide 14.935
-Hespéridine 15.158 | trans dimethoxy
cinnamique

ND : non détecté, TR : temps de rétention.
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De nombreuses études se sont intéressées a [I’identification des composés
polyphénoliques dans les extraits de Phoenix dactylifera L. par analyse HPLC. En
effet, I’¢tude de Saleh et al. (2011) a montré que les teneurs en rutine, acide caféique
et en catéchine des extraits méthanoliques des cultivars de Phoenix dactylifera L.
cultivés en Arabie Saoudite, sont de 8.10+0.20, 7.40+1.61 et 7.50+0.70 mg/kg

respectivement.

Boudries et al. (2007) ont noté que les analyses chromatographiques des
variétés algériennes de Phoenix dactylifera L. ont révélé la dominance des pigments
de caroténoides representés par la lutéine et le B- caroténe, avec des teneurs allant
de 0.03 a 0.77mg/100g MF.

Dhaouadi et al. (2011) ont quantifié les composés phénoliques dans 1’extrait
aqueux de la variété Deglet-Nour cultivée en Tunisie, les quantités de 1’acide
coumarique, acide gallique, acide vanilligue, acide cinnamique, acide 3,4-
dicaffeoylquinique, acide 5-O-caffeoyl shikimique, acide caffeoyl sinapyl quinique
et de I’acide caféique enregistrées sont de 23.03, 6.79, 2.55, 35.79, 13.86, 17.70, 285
et 9.81 mg/100 g MF respectivement. De méme, le profil phénolique des extraits
hydro-acétoniques de trois cultivars tunisiens de dattes a été établi par Kachou et al.
(2016) ou I’acide gallique, acide vanillique, acide caféique, acide syringique, acide

coumarique, acide férulique, acide sinapique et la rutine ont été identifiés.

L’analyse des composés phénoliques de quatre variétés de datte d’Omanie par
HPLC a révélé la présence de I’acide gallique, acide coumarique, acide caféique,
acide vanillique et I’acide syringique dont les teneurs sont de 19.14, 1.67, 1.75, 0.27
et 0.37 mg/100 g MF respectivement (Al Harthi et al., 2015).

La seéparation chromatographique des extraits aqueux et éthanoliques des
cultivars de dattes égyptiennes a révélé la présence de I’acide gallique (7.51 et 5.28
ug/g), acide tannique (2.85 et 1.79 png/g) et l’acide férulique (0.15 et 0.22 pg/g)
respectivement. En revanche, 1’étude a signalé ’absence de I’acide cinnamique (El

Sohaimy et al., 2015).

Les différences entre nos résultats et ceux de la littérature peuvent étre

attribuées a I’origine géographique des fruits (Al Harthi et al., 2015). Le solvant
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d’extraction pourrait aussi étre a l’origine des variations dans les composés
phénoliques des extraits de Phoenix dactylifera L. (Kchaou et al., 2013; Shahdadi et
al., 2015; Mrabet et al., 2016; Amiour et Hambaba, 2016).

3. Activités biologiques des extraits méthanoliques des dattes
3.1. Activités biologiques (in vitro)
3.1.1. Activité antioxydante

Jusqu’a présent, il n’y a pas une méthode simple et universelle par laquelle
I’activité antioxydante est évaluée qualitativement et quantitativement (Prior et al.,

2005). Pour cette raison, nous avons combiné quatre techniques complémentaires.
3.1.1.1. Test de DPPH

Le radical DPPH°, est 1'un des substrats les plus utilisés pour une évaluation
directe, rapide et fiable de D’activité antioxydante en raison de sa stabilité et la
simplicité de [Panalyse. L’activit¢ antioxydante se détermine par une analyse
spectrophotométrique a 517 nm en suivant la réduction du DPPH° qui se traduit par

le passage de la couleur violette a la couleur jaune.

Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une
courte durée, aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des
basses concentrations, a cet effet, il a été employé pour le criblage des activités anti-
radicalaires des extraits végétaux (Prieto et al., 1999). La capacité antioxydante des
différents extraits a été déterminée a partir des ICsy, c’est la concentration nécessaire
pour réduire 50% du radical DPPH°. Plus la valeur d’ICsy est petite, plus I’activité

antioxydante de 1’extrait testé est grande (Mansouri et al., 2005).

Le BHT utilis¢ comme standard dans ce travail a montré une activité anti-
radicalaire puissante avec une ICsy de l’ordre de 185+1.44 pg/ml. Cette activité est
aussi  significativement (P<0.05) supérieure aux Vvaleurs retrouvées avec tous les

cultivars de Phoenix dactylifera L.

Parmi les dix extraits testés, I’extrait méthanolique de la variété Ali Ourached

représente 1’extrait le plus actif avec une ICsy de ’ordre de 206%2.64 pg/ml et elle
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est significativement (P<0.05) supérieure aux valeurs retrouvées avec les autres
cultivars de Phoenix dactylifera L. Par contre, les ICso de I’extrait méthanolique de
la variété Figheth (398.34+1.02 pg/ml) et Tamajort (397.44+1.14 pg/ml) sont
significativement (P<0.05) inférieures a celles trouveées pour les autres extraits

méthanoliques de Phoenix dactylifera L. testés (Fig.20).

.
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Figure 20: Valeurs d’ICsq des extraits méthanoliques.

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

La comparaison de nos résultats avec ceux rapportés par la littérature montre
que les différences varient d’une étude a une autre. En effet, Saleh et al. (2011) ont
testé D’activité antioxydante des extraits méthanoliques de trois variétés de Phoenix
dactylifera L. (Khalas, Sukkari et Ajwa) d’Almadina Almonawara (Arabie
Saoudite), I’ICsg trouvée est de 9.10, 4.10 et 3.80 mg/ml respectivement.

Ahmed et al. (2009) ont montré que les doses de 2.5 et 50 pug/ ml de I’extrait
aqueux du fruit de Phoenix dactylifera L. d’Iraq provoquent une inhibition du
radical DPPH® de 21.7 et 81.3 %, respectivement. Ces valeurs comparées aux notres

paraissent plus efficaces.
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De méme, Samad et al. (2016) ont évalué Dactivit¢ antioxydante de 1’extrait
méthanolique et acétonique du fruit de Phoenix dactylifera L. d’Iran (Mariami) par
plusieurs méthodes, avec la méthode de DPPH, I'ICsy trouvée est de 1188.95 + 2.79
et 130.77 £ 2.62pug/ml respectivement. En revanche, Naskar et al. (2010) a trouvé
que I'ICsp de [D’extrait hydro-méthanolique d’un cultivar de datte iranienne est de
160pg/ml.

Les résultats du piégeage du radical libre DPPH° suggérent que les composés
qui se trouvent dans les extraits méthanoliques de Phoenix dactylifera L. sont
capables de piéger les radicaux libres par I’intermédiaire de mécanismes de donation
d’¢lectrons ou d’hydrogene (Calliste et al., 2001; Rice-Evans et al., 2006a) et
d’empécher I’initiation des réactions en chaine des radicaux libres délétéres induites
dans les membranes cellulaires (Rahmani et al.,, 2014). Le pouvoir réducteur d’un
composé sert d’indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Deepa

et al., 2009; Kanatt et al., 2010; Zheng et al., 2011).

Ceci montre également la capacité des fruits de dattes a piéger les différents
radicaux libres dans les differents systémes. 1ls peuvent étre des agents
thérapeutiques utiles pour le traitement des dommages pathologiques liés aux
radicaux libres (Mallhi et al., 2014).

3.1.1.2. Test du blanchissement du p—carotene

La décomposition des acides gras est 1'une des principales causes de la
détérioration de la nourriture. L’inhibition de l'oxydation des acides gras par
I’utilisation des conservateurs naturels, est une question importante dans l'industrie
alimentaire. L’aptitude des extraits a inhiber la peroxydation des lipides a été
évaluée par la techniqgue de décoloration de p-caroténe, cette derniére est
habituellement employée pour estimer [D’activit¢ antioxydante des substances dans

les émulsions, accompagnée de I'oxydation (Kartal et al., 2007).

Le principe de ce test repose sur l’oxydation de I’acide linoléique qui, suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogéene a partir de groupements méthylénes
diallyliques, génére des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont, par la suite
oxyder, le [-carotene hautement insaturé de couleur rouge entrainant ainsi la

disparition de cette couleur. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait
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neutraliser les radicaux libres dérivés de [D’acide linoléique et donc prévenir

I’oxydation et le blanchissement du B-carotene (Zargar et al., 2011).

D’aprés nos résultats, le standard testé (BHT) inhibe significativement
(P<0.05) Toxydation couplée de I’acide linoléique et du [-carotene a une
concentration de 200pg/ml par rapport aux extraits méthanoliques de dattes, avec un
pourcentage d’inhibition de 93.25+0.29 % (Fig. 21).

Le pourcentage de I’activité antioxydante relative des extraits de Phoenix
dactylifera L. varie de 35.01+1.64 a 76.85+0.66 %. Avec une concentration de
200pg/ml, Dextrait méthanolique de la variété Ali Ourached a montré un
pourcentage de I’activité antioxydante (76.85+0.66 %) significativement (P<0.05)
supérieur a ceux trouvés avec les autres extraits testés, suivi par la variété Deglet-
Nour (62.33+0.62%).

Tandis que le pourcentage de [D’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique
de la variété Figheth est significativement (P<0.05) inférieur a ceux trouvés avec les
autres extraits testés, la valeur enregistrée est de 35.01+1.64%. Notons que les taux
d’inhibition de blanchissement du [-caroténe obtenus avec I’extrait méthanolique de
la variété Tansine et Degla Baidha ne sont pas significativement (P>0.05) différents,

les valeurs trouvées sont de 57.68+0.71 et 58.55+0.49% respectivement.

Doha et EI-Okbi (2005) ont test¢é D’activit¢é antioxydante des extraits des
cultivars de Phoenix dactylifera L. cultivés en Egypte, ils ont trouvé avec la méthode
de blanchissement de PB-caroténe des valeurs de D’activité antioxydante oscillant de
9.28 & 75.96%.

Selon Liyana-Pathirana et Shahidi (2006), un extrait qui retarde ou inhibe le
blanchissement du [B-carotene peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres
et un antioxydant primaire. Takahama (1983) a montré que les flavonoides ont la
capacité de terminer la reéaction en chaine de la peroxydation des lipides par le

piégeage du radical peroxyle.
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Figure 21: Pourcentage de I’activité antioxydante relative des extraits méthanoliques.

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

Le test d’inhibition de I’oxydation de I’acide linoléique couplée a celle du f-
caroténe, parait tres utile comme un modele mimétique de la peroxydation des

lipides dans les membranes biologiques (Ferreira et al., 2006).
3.1.1.3. Activité antioxydante totale par la méthode de phosphomolybdate

La capacité antioxydante totale a été mesurée par un spectrophotomeétre en
utilisant la méthode de phosphomolybdate qui est basée sur la réduction de Mo(VI)
en Mo(V) en présence des antioxydants et la formation d’un complexe phosphate/
Mo(V) d’une couleur verte. La capacité anti-oxydante totale des extraits
méthanoliques de Phoenix dactylifera L. est exprimée en nombre d’équivalent

d’acide ascorbique par gramme d’extrait (umol d’acide ascorbique /g d’extrait).

L’activit¢  antioxydante totale des extraits méthanoliques de  Phoenix
dactylifera L. varie de 24.65+2.43 a 90.25 #0.79 pumol d’acide ascorbique /g

d’extrait. L’extrait méthanolique des variétés Ali Ourached et Deglet-Nour ont la
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capacité antioxydante la plus élevée (P<0.05) avec des valeurs de 90.25 +0.79 et
86.76+£0.63  umol d’acide ascorbique /g d’extrait respectivement, suivi par les
extraits méthanoliques des variétés Ghars (74.23+ 0.65 umol d’acide ascorbique /g
d’extrait), Degla Baidha (67.05+ 0.39 umol d’acide ascorbique /g d’extrait), Tansine
(65.24+ 0.46 umol d’acide ascorbique /g d’extrait), Tantebouchte (55.02+ 0.62umol
d’acide ascorbique /g d’extrait), Biraya (42.83+ 0.77umol d’acide ascorbique /g
d’extrait), Hamraya (35.32+ 1.34umol d’acide ascorbique /g d’extrait) et Figheth
(29.56% 1.67umol d’acide ascorbique /g d’extrait) (Fig. 22).

Par contre, la capacité antioxydante de la variété Tamajort (24.65+ 2.43umol
d’acide ascorbique /g d’extrait) est significativement (P<0.05) inférieure a celles

retrouvées avec les autres cultivars.

L'attribution exacte de la capacité antioxydante a un composé, ou un petit
groupe de composants dans un extrait de plante est une tache difficile, puisque
l'activité efficace dépend de plusieurs facteurs, tels que la concentration, les formes
isomériques et linteraction synergique avec d'autres composants (Essawi et Srour,
2000, Almela et al., 2006).

Abbes et al. (2013) ont trouvé que les valeurs de la capacité antioxydante
totale de deux cultivars de dattes cultivés en Tunisie (Deglet-Nour et Allig) sont de
116.11+ 0.98 et 118.05 +1.25 pumol d’acide ascorbique /g d’extrait respectivement.

Ces résultats concordent avec les ndtres.

Kchaou et al. (2013) ont évalué Dactivité antioxydante totale des extraits
aqueux, méthanoliques, acétoniques et éthanoliques de six cultivars dattiers cultivés
en Tunisie, ils ont trouvé une capacité antioxydante totale de 39.94+3.24,
4450+£5.89, 85.29+0.90 et 109.67+2.04 mg d’acide ascorbique /g d’extrait

respectivement, ces valeurs sont supérieures par rapport a nos résultats.

De méme, Zehra et al. (2015) ont étudié I’activité antioxydante de 1’extrait
acétonique du fruit de Phoenix dactylifera L. cultivé en Omanie, ils ont trouvé une

capacité totale de 0.14+0.0743ug d’acide ascorbique /10g d’extrait.
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Figure 22: Activité antioxydante totale des extraits méthanoliques.

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

Les extraits obtenus en utilisant des solvants de haute polarité étaient
considérablement plus efficaces que ceux obtenus en utilisant des solvants de basse
polarité. La polarité des solvants change la capacité de dissoudre un groupe choisi de
composés antioxydants, ce qui influe [1’évaluation de [Dactivité antioxydante
(Hayouni et al., 2007; Turkmen et al., 2007).

3.1.1.4. Réduction du Fer: FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Nous avons ¢étudié [Dactivité antioxydante des extraits, par la méthode de
réduction de fer (FRAP), basée sur I’aptitude des antioxydants présents dans les
différents extraits a réduire le TpTz-Fe(lll) a TpTz-Fe (II) (Li et al., 2008; Singh et
al., 2012).

Les résultats sont exprimés en pmol de fer ferreux par cent gramme de matiére
seche (umol Fe (Il) / 100 g MS). Le potentiel antioxydant des extraits de Phoenix
dactylifera L. varie de 10.56 £1.73 a 56.04 £1.09 umol Fe (11) / 100 g MS.

Page | 70



Partie expérimentale Résultats et discussion

Le potentiel antioxydant le plus élevé (P<0.05) a été constaté avec 1’extrait
méthanolique de la variété Ali Ourached (56.04 +1.09 pumol Fe (IlI) / 100 g MS),
suivi par I’extrait méthanolique de la variété Deglet-Nour (33.95 £1.2 pmol Fe (II) /
100 g MS). L’extrait méthanolique de la variété Tamajort a exercé un potentiel
antioxydant (10.56 +1.73 pmol Fe (1) / 100 g MS) significativement (P<0.05)

inférieur par rapport a ceux des extraits étudies (Fig. 23).

Les résultats obtenus avec la méthode de FRAP des extraits méthanoliques de
la variété Biraya (21.64+1.09umol Fe (11)/100 g MS) et Tansine (18.95+0.78 pmol
Fe (11)/100g MS) montrent qu’il n'y a pas de différence significative (P>0.05) entre
le potentiel antioxydant de ces deux extraits. De méme, les valeurs de 1’activité
antioxydante des variétés Ghars (28.33£0.66 pmol Fe (I1)/100g MS) et Degla
Baidha (28.02£0.91 pmol Fe (I1)/100g MS) ne sont pas significativement (P>0.05)
différentes.

La classification des différents extraits méthanoliques selon leur activité
antioxydante par la meéthode de FRAP par ordre croissant est la suivante: Tamajort
<Figheth< Tansine <Hamraya < Biraya <Tantebouchte < Degla Baidha< Ghars <
Deglet-Nour < Ali Ourached.

Les résultats de ce travail sont en parfait accord avec ceux trouvés par Biglari
et al. (2008) qui constatent que les valeurs de potentiel antioxydant par la méthode
de FRAP des extraits méthanoliques des cultivars de dattes (Phoenix dactylifera L.)
d’lran varient de 11.65 + 0.88 a 29.34 + 2.03 umol Fe (11)/100g MS.

De nombreuses études conduites avec d’autres cultivars de Phoenix dactylifera
L. confirment leur pouvoir antioxydant. C’est le cas de I’étude réalisée par Khanavi
et al. (2009), sur dix cultivars de dattes iraniennes (Khenizi, Sayer, Lasht, Kabkab,
Maktoub, Gentar, Shahabi, Majoul, Khazui et Zahedi) par la méthode de FRAP, ils
ont trouvé une activité antioxydante variant de 575.77 a 3279.48 umol Fe (I1)/100g

MS. Ces valeurs comparées aux notres paraissent plus efficaces.
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Figure 23: Pouvoir réducteur des extraits méthanoliques.

Les barres avec des lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (P<0.05).

Des valeurs de potentiel antioxydant inférieures aux ndétres ont été trouvées par
Kchaou et al. (2014) avec les extraits acétoniques des cultivars de dattes de Tunisie
(Deglet-Nour, Allig et Bejo et), les valeurs sont de 1.96, 3.24 et 4.98 pmol Fe
(1) /100g MS respectivement.

Dhaouadi et al. (2011) ont test¢ la pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux de
la variété Deglet-Nour cultivée en Tunisie par la méthode de FRAP, la valeur est de

382.87+23.2 ug/100 g MF.
3.1.2. Corrélation entre la teneur en phénols totaux et ’activité antioxydante

Nous avons déterminé le coefficient de corrélation linéaire, dit Bravais (ou de
Pearson; r) (da Silva et al., 2011) entre les différentes méthodes de 1’activité
antioxydante et la teneur en phénols totaux des extraits testés (Tableau VIII). La
capacité antioxydante des extraits semble étre influencée par les teneurs en

polyphénols totaux et en flavonoides.
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Les résultats obtenus montrent une corrélation négative entre les ICg
(méthode de DPPH) des extraits et la teneur en phénols totaux et en flavonoides

avec un coefficient de correlation (r) de -0.923 et -0.911 respectivement

L’analyse statistique montre la présence d’une corrélation positive entre
I’activité antioxydante par la méthode de FRAP et la teneur de ces extraits en
polyphénols totaux et en flavonoides avec un coefficient de corrélation (r) de 0.833

et 0.771 respectivement.

Une corrélation positive a été trouvée entre [D’activité antioxydante par la
méthode de p-caroténe et la teneur en composés phénoliques totaux et en

flavonoides avec un coefficient de corrélation (r) de 0.879 et 0.847 respectivement.

En combinant les résultats de cette étude, nous avons pu mettre en évidence
I’existence d’une corrélation positive entre 1’activité antioxydante totale et la teneur
en composes phénoliques totaux et en flavonoides des extraits méthanoliques des
fruits de Phoenix dactylifera L. avec un coefficient de corrélation (r) de 0.893 et

0.902 respectivement.

Tableau VIII: Coefficients de corrélation linéaire entre les teneurs en composes
phénoliques et en flavonoides et [I’activité antioxydante des extraits de Phoenix
dactylifera L.

| Polyphénols Activité antioxydante
Composés
phénoliques Flavonoides DPPH FRAP p—carotene
Flavonoides 0.940
DPPH (1Cs) -0.923 -0.911
FRAP 0.833 0.771 -0.768
p—carotene 0.879 0.847 -0.918 0.890
Molybdate 0.893 0.902 -0.961 0.824 0.942

Plusieurs études ont démontré la corrélation significative entre 1’activité

antioxydante et la teneur en ployphénols totaux de Phoenix dactylifera L. (Allaith,
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2008; Hemmateenejad et al., 2015; Seyed et al., 2015; Ali et al., 2016; Djouab et
al., 2016). L’action des composés en tant que composants antioxydants s’explique
par un mécanisme de transfert électronique (Prior et al., 2005; Klimczak et al.,
2007; Jayaprakasha et al., 2008; Stagos et al., 2012).

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques qui
sont attribuées aux propriétés antioxydantes. En effet, ces phytonutriments agissent
de différentes facons dans les processus de régulation du stress oxydant: par capture
directe des espéces réactives de 1’oxygéne, par chélation de métaux de transition et
par inhibition de certaines enzymes responsables de la production des espéces
réactives de Il’oxygéne (ROS) comme la cyclooxygénase et la lipooxygénase
(Bartosikova et al., 2003; Rice-Evans et al., 2006a,b).

Les flavonoides préviennent efficacement la peroxydation lipidique puisqu’ils
peuvent réagir avec la plupart des radicaux libres susceptibles d’arracher un
hydrogéne sur le groupement CH, situé entre les deux doubles liaisons des acides
gras polyinsaturés, ils formeraient des especes radicalaires intermédiaires peu

réactives (Heim et al., 2002; Ptemysl et al., 2011).

Selon Cho (2006), 1’hespéridine isolée a partir des agrumes inhibe la peroxydation
lipidique et protége les cellules corticales des rats contre les lésions neuronales oxydatives
induites par la xanthine. De méme, Ouali et al. (2007) ont évalué I’effet de 1’hespéridine sur
le systéme antioxydant des embryons au cours d’un diabéte gestationnel expérimental. En
effet, I’hespéridine diminue la glycémie et restaure l’activit¢ des enzymes en réduisant

I’intensité du stress oxydatif.

Monica et al. (2010) ont démontré que la naringine possede la propriété inhibitrice
envers la peroxydation des lipides, ainsi que des propriétés de réduire les dommages de

I’ADN induits par les radicaux libres.

Tai et al. (2011) ont démontré que la vanilline a enregistré une activité
antioxydante plus importante que [’acide ascorbique et le trolox. De méme,
I’administration orale de la vanilline chez les souris réduit signicativement le stress

oxydatif.

Page | 74


https://www.researchgate.net/profile/Dafaalla_Ali
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0891584995022279
https://www.google.com/search?lr=lang_fr&client=opera&biw=1366&bih=658&noj=1&tbs=lr:lang_1fr&q=hesp%C3%A9ridine&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwja8fqa89zOAhUpDcAKHSmyDxoQvwUIGygA
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tai%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21095222

Partie expérimentale Résultats et discussion

Lacopin et al. (2008) ont démontré que les activités biologiques de la rutine, lutéoline
et la quercétine sont attribuées aux propriétés antioxydantes. En effet, ces molécules

réagissent avec la plupart des espéces réactives oxygeénees.

L’évaluation de I’activité antioxydante de 1’isorhamnétine et la rutine a démontré un
potentiel antioxydant plus important que ’acide ascorbique et le BHT. Ces molécules
pourraient étre utilisées comme additif naturel pour alterner les substances synthétiques
(Pengfei et al., 2009 ; Afify et al., 2011).

3.1.3. Activité antibactérienne des extraits méthanoliques des dattes

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition des différents extraits méthanoliques
des cultivars dattiers sur la gamme des bactéries pathogenes sont représentés dans le
tableau IX. Les extraits exercent un effet inhibiteur variant en fonction des bactéries et selon

I’extrait testé.

D'aprés les moyennes des zones d'inhibition, 1’extrait méthanolique de la variété Ali
Ourached a une forte activité contre la plupart des bactéries pathogénes testées. Cette activité
peut étre due a leurs teneurs importantes en composés phénoliques et en flavonoides qui sont

connus pour leur effet antibactérien.

Les grandes zones d’inhibition ont été constatées chez Salmonella typhimurium
ATCC14028 avec les extraits méthanoliques de la variété Degla Baidha et Ali Ourached, les
diamétres des zones d’inhibition sont de 18.63+1.26 et 20.73+1.10 mm respectivement, suivi
par Staphylococcus aureus ATCC638P et Listeria monocytogenes ATCC15313 qui sont
sensibles aux extraits méthanoliques des cultivars de Degla Baidha et Ali Ourached avec des
diamétres des zones d’inhibition de 17.50+1.50 et 17.33+0.29 mm respectivement. L’extrait
de Tantebouchte a pu inhiber la bactérie Bacillus spizizenii ATCC6633, le diamétre est de
16.73+01.44mm (Tableau IX).

Les extraits méthanoliques de Biraya, Ghars et Tansine ont montré une activité
antibactérienne modérée avec des diamétres des zones d’inhibition allant de
09.00+0.00 jusqu’a 16.03+01.26mm.
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Bacillus spizizenii ATCC6633 s’est avéré la bactérie la plus sensible a I’effet
de la plupart des extraits méthanoliqgues de Phoenix dactylifera L., contrairement a

Pseudomonas aeruginosa qui était la plus résistante.

Les extraits méthanoliques des cultivars de Figheth, Hamraya et Tamajort ont
exercé un effet inhibiteur faible contre les bactéries pathogenes testées, les diametres
des zones d’inhibition varient entre 00.00+0.00 a 12.50+01.00mm.

Les extraits méthanoliques des cultivars Deglet-Nour, Hamraya et Tamajort se
sont révélés inactifs contre les bactéries pathogénes Staphylococcus aureus
ATCC638P, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 et Escherichia coli ATCC8739

respectivement.

D’aprés les résultats obtenus, les bactéries réagissent différemment avec les
antibiotiques testés. En effet, les antibiotiques ont pu exercer un effet inhibiteur sur
les bactéries testées avec des diameétres des zones d’inhibition allant de 19.16+0.76
jusqu’a 36.50+0.00 mm, la grande zone d’inhibition a été constatée avec la Cefixime
contre Listeria monocytogenes ATCC15313, soit 36.5+0.00mm. Certaines bactéries
sont résistantes vis-a-vis des antibiotiques testés, c’est le cas de Staphylococcus
aureus ATCC 638P.

En comparant les moyennes des diamétres des zones d'inhibition des extraits
méthanoliques de Phoenix dactylifera L. a celles des antibiotiques, nous avons
constaté que les antibiotiques ont présenté un effet antibactérien plus important que

les extraits testés.

Pour la CMI, les extraits méthanoliques des cultivars de Deglet-Nour, Degla
Baidha et Ali Ourached se sont montrés trés efficaces vis-a-vis des bactéries

pathogenes testées a une méme concentration de 45 mg/ml (Tableau X).

En outre, la méthode d’évaluation de 1’activité antibactérienne, I’effet de la
matrice biologique, le type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose
ajoutée, le type des micro-organismes ciblés sont des facteurs pouvant largement

influencer I’activité antibactérienne (Cowan, 1999).
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Tableau IX: Résultats des diamétres des zones d’inhibition des extraits méthanoliques de dattes (Phoenix dactylifera L.)

Diameétres des zones d’inhibition (mm)

Staphylococcus Bacillus Listeria Pseudomonas Escherichia coli Salmonella
aureus spizizenii monocytogenes aeruginosa ATCC8739 typhimurium
ATCC638P ATCC6633 ATCC15313 ATCC27853 ATCC14028
Extraits
Tantebouchte 08.00+00 16.73+01.44 15.33+0.57 00.00+0.00 8.16+0.76 13.36x0.77
Biraya 00.00£00 15.33+01.04 14.12+1.70 11.66+0.57 13.33+£0.54 11.3+0.81
Degla Baidha 17.50£1.50 16.80+1.70 15.5+1.80 12.86+1.40 13.8+1.33 18.63+1.26
Deglet-Nour 00.00£00 15.50+1.50 16.33+1.15 13.00+00 12.00+0.6 09.00£0.0
Ali Ourached 14.66+ 0.57 16.73+1.10 17.33+0.29 14.33+0.50 14.66+1.15 20.73+£1.10
Ghars 09.00+0.00 16.03+01.26 10.33+0.17 11.00+01.00 13.40+0.90 15.03+1.45
Tansine 10.00£0.00 15.26+00.94 14.86+1.02 12.33+0.57 12.33+0.57 14.5+0.98
Figheth 09.30£0.50 12.50+01.00 10.50+0.60 08+00.50 10.30£0.0 08.5+00
Hamraya 08.40+00 10.40+00.60 10.00+1.00 00.00+0.00 08.40+0.70 10.5+0.60
Tamajort 10.50+0.50 09.00+00.50 00.00+0.00 00.00+0.00 00.00+0.00 10.2+0.35
Antibiotigues
Streptomycine 19.16+0.76 22.8+1.31 29.5+1.5 25.1+2.59 28.831£1.04 23.53+£1.28
Cefazoline 25.40£0.00 31.5+0.00 27.40£0.00 34.20£0.00 25.60£0.00 28.80£0.00
Cefixime 30.5+0.00 27.00+0.00 36.50+0.00 26.50+0.00 30.00+0.60 29.67+0.90
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Tableau X: Résultats de concentration minimale inhibitrice des extraits méthanoliques des cultivars de Phoenix dactylifera L. vis-a-vis

les bactéries pathogenes.

Les extraits méthanoliques des cultivars
Ali Ourached, Deglet-Nour et Degla Baidha
Concentrations
des extraits
(mg/ml)
Témoin | Témoin | 10 15 |20 25 30 | 35 | 40 45 50
Bactéries
testées ) (+)
Staphylococcus aureus _ + + + + + + + + _ _
ATCC638P
Bacillus spizizenii B + + + + + + + + _ _
ATCC6633
Listeria monocytogenes _ + + + + + + + + _ _
ATCC15313
Pseudomonas aeruginosa _ + + + + + + + + _ _
ATCC27853
Escherichia coli _ + + + + + + + + _ _
ATCC8739
Salmonella typhimurium _ + + + + + + + + _ _
ATCC14028
(-) : Absence de croissance (+) : Présence de croissance
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Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Dhaouadi et al. (2011) qui
ont testé les extraits hydro-acétoniques de trois cultivars tunisiens de Phoenix
dactylifera L. contre  Staphylococcus aureus  ATCC6538,  Staphylococcus
epidermidis ATCC106510, Bacillus cereus ATCC11778, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 8739 et Salmonella sp., ils ont enregistré des

diametres des zones d’inhibition oscillant de 15.2+0.4 & 20.0 £1.0mm.

Abuharfeil et al. (1999) ont démontré que I’extrait dattier inhibe la
croissance de Streptococcus pyogenes et neutralise leur effet hémolytique par

I’inhibition de la sécrétion de I’enzyme « Streptolysine O ».

Ayachi et al. (2009) ont démontré que les extraits méthanoliques de trois
variétés des dattes algériennes (Deglet-Nour, Ghars et Mech-Degla) posseédent un
effet antibactérien modéré contre Salmonella typhimurium et Escherichia coli, avec

des diameétres des zones d’inhibition de 8.5 et 9.5mm respectivement.

Al-daihan et Shafi Bhat (2012) ont testé les extraits aqueux, méthanoliques et
acétoniques du fruit de Phoenix dactylifera L. sur Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa en utilisant la
méthode de diffusion sur disque, ils ont trouvé que les extraits agqueux ont exercé
I’effet le plus faible, par contre les meilleurs diamétres des zones d’inhibition ont €té
enregistrés avec 1’extrait acétonique sur Staphylococcus aureus. En revanche, une
activite modérée a été trouvée par Zehra et al. (2015) avec I’extrait acétonique du
fruit de Phoenix dactylifera L. cultivé en Omanie, contre Salmonella typhi,
Escherichia coli et Pseudomonas spp., ils ont trouvé des diametres des zones

d’inhibition de 00, 10 et 15mm respectivement.

Des diameétres des zones inhibition de 15, 13, 14 et 14 mm ont été trouvés avec
160ug/ml des extraits éthanoliques des feuilles de Phoenix dactylifera L. cultivé en
Nigeria contre Escherichia coli, Morganella morganii, Proteus mirabilis et Yersinia
enterocolitica respectivement. Les auteurs ont enregistré une CMI de 25pg/ml
(Garba et al., 2013).

El Sohaimy et al. (2015) ont trouvé que les extraits aqueux et éthanoliques des

cultivars égyptiens de Phoenix dactylifera L. ont manifesté une excellente activité

Page | 49


https://www.researchgate.net/researcher/2029008870_Ramesa_Shafi_Bhat

Partie expérimentale Résultats et discussion

antibactérienne contre Escherichia coli ATCC143, Salmonella enterica ATCC
13076 et Bacillus subtilis ATC6633 avec des diamétres des zones d’inhibition de 20
+0.57et 16 +£0.57, 20 £0.54 et 14 +0.52, 18+0.32 et 15+0.23 mm respectivement, par
contre un potentiel antibactérien modéré a été trouvé contre Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Enterococcus faecalis ATCC 19433, avec des diamétres des zones
d’inhibition de 8+0.48 et 5+0.52, 5+0.36 et 2+0.57mm respectivement. Les auteurs
ont trouvé une corrélation linéaire entre cette activité et la teneur en composés

phenoliques des extraits.

Le méme résultat a été noté par Sharma et al. (2016) avec Micrococcus leuteus,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogens, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholarae, Salmonella abony et
Raoultella planticola avec les extraits méthanoliques des feuilles de Phoenix dactylifera L.

avec des diametres de zones d’inhibition allant jusqu’a 21mm a une dose de 5 mg/ml.

Kchaou et al. (2016) ont évalué 1’activité antibactérienne des extraits hydro-
acétoniques de trois variétés de dattes tunisiennes (Allig, Bejo et Deglet-Nour)
contre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae et Salmonella Typhi, les meilleurs diameétres enregistrés
sontde 19+1.4,19+1.7,18+ 1,25+ 0.8, 15+ 0.9 et 17 + 0.9 mm respectivement.

Al-seeni (2012) a testé 1’activité antibactérienne des extraits aqueux des cultivars de
Phoenix dactylifera L. cultivés a Djedda (Arabie Saoudite) contre Escherichia coli,
Pseudomonas aeuroginosa, Shigella sp., Klebsiella sp., Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus, ils ont trouvé des diamétres des zones d’inhibition de 10+2.1, 11+3.0, 10+2.2, 12+46.1,

13+3.6 et 11+2.4 mm respectivement.

Les bactéries Gram positif sont sensibles vis-a-vis des différents extraits de
Phoenix dactylifera L. Le méme résultat a été noté par Samad et al. (2016) pour
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli et Serratia marcescens
avec les extraits methanoliques des cultivars de dattes de Mabroom, Safawi et de
Ajwa (Malaisie).

Des résultats similaires ont été trouvés par Bouhlali et al. (2016) avec les
extraits méthanoliques de six cultivars de palmier dattier du Maroc (Bouskri,

Bousrdon, Bousthammi, Boufgous, Jihl et Majhoul) contre Bacillus subtilis ATCC
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6633, Bacillus cereus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et
Salmonellav abony NCTC 6017, avec des diametres des zones d’inhibition allant de
7.66+0.44 jusqu’a 14.66x0.44 mm.

Par ailleurs, Harrak et al. (2005) ont réussi a identifier 47 composés volatils
aromatiques de huit variétés de dattes marocaines dont 23 n’ont pas été identifiés
auparavant. Le limoneéne, I’exanal et le géraniol figurent parmi ces composés
identifiés et qui peuvent étres toxiques pour les bactéries (Kim et al., 2005; Espina et
al., 2013).

La pulpe des dattes renferme les lipides qui sont des composés apolaires
représentant qu’une trés faible teneur en acide gras (acide oléique, acide palmitique
et l’acide linoléique) (Ogungbenle, 2011; Assirey, 2015). Certains auteurs ont
attribué D’effet antibactérien aux acides gras, ils ont soupconné le réle acidifiant de
ces derniers comme étant préjudiciable a certains micro-organismes (Bourgeois et
al., 1996; Desbois et Smith, 2010; Parsons et al., 2012).

Des études faites sur des sirops de trois variétés de dattes appelées
communément «Robb» ont montré des teneurs élevées en fructose et en glucose
(Besbes et al., 2009). Shah et al. (2012) ont rapporté que le fructose peut inhiber la
croissance de certaines bactéries pathogeénes.

L’action inhibitrice des polyphénols sur la croissance bactérienne est rapportée
dans plusieurs études récentes démontrant que ces molécules sont douées d'un
pouvoir antibactérien important sur les différentes souches bactériennes a gram
positif et négatif (Denyer, 1995; Rodriguez Vaquero et al., 2007). Les études
exploitées par Domenico et al. (2005) ont mené a conclure que cet effet est dd
principalement a une altération des fractions lipidiques de la membrane plasmatique
des micro-organismes, qui en résulte une perturbation de la perméabilit¢ de Ila

membrane et la perte des organites intracellulaires.

Les composés phénoliques agissent en  perturbant les  mécanismes
enzymatiques impliqués dans la production d’énergiec a la fois pour les bactéries et
les levures. lls peuvent également détruire les germes en modifiant leurs composés
structuraux (Shan, 2007).
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L’activité antimicrobienne des extraits des plantes est due a la présence des
différents agents chimiques, la variation de la composition chimique explique donc
les variations observées dans D’activité antibactérienne des extraits méthanoliques de

dattes (Cowan, 1999).

L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif
principal, mais a I1’action combinée (synergie) de plusicurs composés (Essawi et

Srour, 2000).

En outre, il a été montré que le mécanisme de toxicité des flavonoides vis-a-
vis des micro-organismes se fait soit par privation des ions metalliques tels que le
fer, soit par des interactions non spécifiques telles que 1’établissement des ponts
hydrogénes avec les proteines de la paroi cellulaire (les adhésines) ou encore les

enzymes (Cushnie et Lamb, 2005).

Les flavonoides sont connus pour leur pouvoir antioxydant puissant. En effet,
ils pourraient avoir potentiellement un effet dans la chélation du fer ce qui empéche
la pénétration intracellulaire du cofacteur Ca”* dans la cellule bactérienne, et

provoque I’inhibition de leur activité (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Cowan (1999) supposait que les flavonoides dépourvus des groupements
hydroxyles libres ont plus d'activité antimicrobienne par rapport a ceux qui en sont
pourvus, ce qui conduit a une augmentation de leur affinité chimique aux lipides

membranaires.

Mirzoeva et al. (1997) ont montré que les flavonoides, et la quercétine
provoquent une augmentation de la perméabilité de la membrane bactérienne interne
et une perturbation du potentiel membranaire. Les auteurs suggerent que 1’anneau
des flavonoides peut jouer un rdle dans D’intercalation ou une liaison hydrogéne avec
les empilements des bases d’acide nucléique et que ceci peut expliquer une action

inhibitrice sur la synthése de I’ADN et de ’ARNm.

Des etudes récentes ont montré que les flavonoides inhibent la libération de
facteurs de virulence de Staphylococcus aureus. Les flavonoides sont des bons

inhibiteurs des sortases (enzymes trouvées dans la membrane cytoplasmique des
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bactéries Gram positif catalysant I’ensemble des protéines de surface, par exemple

adhésines et internalines) (Cushnie et Lamb, 2011).

Cushnie et Lamb (2011) ont démontré que le traitement des bactéries
pathogénes avec la rutine a démontré une diminution de la liaison au fibrinogéne,

I’un des ligands d’accueil a la quelle les bactéries se fixent lors de I’infection.

Certains tanins sont des inhibiteurs de certaines bactéries comme Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans et les bactéries causant les
diarrhées. Le mécanisme d’inhibition serait peut-étre la combinaison avec les
enzymes microbiennes et la chélation de certains métaux comme le fer (Scalbert,
1991; Akiyama et al., 2001).
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3.2. Activités biologiques (in vivo)
3.2.1. Toxicité générale aigué des extraits méthanoliques des dattes

L’administration orale des différentes doses des extraits de dattes n’a pas
changé le comportement des animaux, il n’y avait pas eu de mort au cours des 24
heures d’observation. La DL 50 des extraits méthanoliques des dattes est supérieure a

1000 mg/kg de poids corporel.

Des resultats similaires ont été obtenus par Atta et al. (2015) qui ont démontré
que D’administration orale de 5000mg/kg de poids corporel n’exerce aucun effet

toxique sur les souris.
3.2.2. Activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques des dattes

L’cedéme induit par Dl’injection de carragénine est un modele largement utilisé
pour évaluer [Dactivit¢ anti-inflammatoire des substances. L’injection de la
carragénine provoque la libération de plusieurs médiateurs chimiques qui sont

responsables du processus inflammatoires (Reanmongkol et al., 2009).

Les extraits méthanoliques des dattes ont été testés chez les souris a la dose de
250 mg/kg du poids corporel, les extraits sont administrés par voie orale. Les
résultats des pourcentages d’inhibition (moyenney de 1’inflammation sont représentés

dans la figure 24.

Dans le lot de référence, I'indométacine a la dose 10 mg/kg du poids corporel
a donné une inhibition de 1I’cedéme supérieure a celles retrouvées avec les cultivars

avec un pourcentage d’inhibition (moyenne) de 72.34% 2.09 %.

En outre, I’indométacine montre une inhibition de I’inflammation hautement
significative (P<0.01) par rapport a celle de I’extrait méthanolique de la variété Ali
Ourached (67.56 *= 0.96%) administré avec une dose de 250 mg/kg du poids

corporel.

En revanche, le pourcentage d’inhibition (moyenney de I’inflammation de
I’indométacine (72.34+ 2.09 %) est trés hautement significatif (P<0.001) par rapport

a ceux des extraits méthanoliques des variétés Tamajort (25.40+£1.73%), Figheth
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(30.10£1.64%), Hamraya (34.09 +2.34%), Biraya (35.64 +1.48 %), Tantebouchte
(43.12+0.86%), Tansine (47.52+1.83%), Degla Baidha (54.85+2.47 %), Ghars
(60.43+6.33%) et Deglet-Nour (63.67+£1.08 %) (Fig.24).

Tamajort w—' *r*
Figheth * ok ok
Hamraya W kX
Tansine W—' *k K
Ghars *% %

Ali Ourached W“ *%
Deglet-Nour W—* ok

Degla Baidha k% %

Extraits

Biraya *okk

Tantebouchte W * ok
Indométacine m—'

(Groupe de ! ! T T T T f t
référence) 0 10 20 30 40 50 60 70 80

% d’inhibition de ’inflammation

Figure 24: Pourcentages d’inhibition (moyenne) de 1’inflammation par les différents extraits des
dattes.

**: P <0,01.
*** P <0,001.

La classification des differents extraits methanoliques selon leur activité anti-
inflammatoire par ordre croissant est la suivante: Tamajort < Figheth <Hamraya
<Biraya < Tantebouchte <Tansine < Degla Baidha < Ghars < Deglet-Nour < Ali
Ourached.

L’inflammation est la réponse principale de 1’organisme a une agression et est
précisément régulée afin de limiter les atteintes possibles des structures de
I’organisme. Néanmoins, une régulation inappropriée de ce phénomeéne peut

conduire & un état inflammatoire chronique (Bengmark, 2004).
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Le développement de I’cedéme aprés injection du carragénine a eté décrit par
Posadas et al. (2004) comme événement biphasé. La phase initiale est observée
autour d’une heure et attribuée au dégagement de [I’histamine, la sérotonine, la
bradykinine, les leucotrienes et les prostanoides (Crunkhorn et Meacock, 1971;
Salvemini et al., 1996). Ces facteurs provoquent des modifications vasculaires qui
conduisent a [D’exsudation plasmatique. Durant la phase tardive de ce processus
inflammatoire (4-12h), ces facteurs chimioattractants induisent le recrutement des
neutrophiles par chimiotactisme envers le site inflammatoire, ou ils libérent leur
arsenal cytotoxique et d’autres médiateurs inflammatoires (Dawson et al.,, 1991;

Cuzzocrea et al., 2000a,b).

Les especes réactives oxygénées (ERO) interviennent dans la physiopathologie
des maladies a composante inflammatoire (cancer, diabete, athérosclérose, arthrites,
maladies infectieuses). Les ERO induisent la libération des cytokines (TNF-a, IL-1B
et IL-6) et [Dactivation des enzymes pro-inflammatoires (cyclo-oxygénases,
lipoxygénase et la monoxyde d’azote synthase) intervenant dans le processus

inflammatoire (Gupta et al., 2005).

Les différents extraits méthanoliques testés ont montré une activité
antioxydante remarquable, ce qui leur donne la capacité de réduire les radicaux
libres par I’inhibition de la NADPH oxydase lors de I’inflammation. Ainsi, cette
activité  antioxydante exercée par les extraits étudiés produirait un effet
thérapeutique supplémentaire qui renforce son activité anti-inflammatoire. Les
différentes études menées sur les effets protecteurs des polyphénols ont montré que
ceux-ci diminuaient les marqueurs de I’inflammation (Gonzalez-Gallego et al.,
2010) et agissaient sur de nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de

signalisation de I’inflammation (Santangelo et al., 2007).

La lipoxygeénase catalyse la biosynthése des leucotrienes qui sont des
médiateurs pro-inflammatoires et allergiques. Les ERO oxydent les lipides insaturés
de la membrane cellulaire conduisant a la formation des peroxydes lipidiques qui
sont cytotoxiques et impliqués dans le processus inflammatoire. L’injection de la
carragénine provoque I’activation de la lipoxygénase et la formation des peroxydes

lipidiques (Tanas et al., 2010).
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Les ¢études menées chez I’homme sain ont montré que le suivi d’un régime
riche en fruits et légumes était inversement corrélé aux marqueurs de 1’inflammation
(CRP, IL-6) dans le plasma (Salas-Salvado et al.,, 2008), que la consommation
d’anthocyanes était associée a la diminution du taux de cytokines (IL-8 et IL-13)
circulantes (Karlsen et al., 2007) ou encore que I’augmentation du pouvoir
antioxydant du plasma d0 a une consommation de jus de fruits concentrés eétait

associée a une diminution des cassures de brin d’ADN (Nantz et al., 2006).

Doha et Al-Okbi (2004), ont trouvé que I’extrait aqueux et méthanolique du
fruit du palmier dattier cultivé en Egypte exercent une activité anti-cedémateuse avec
des pourcentages d’inhibition (moyenney de 61.3 et 67.8% respectivement, a une dose
de 500mg/kg du poids corporel.

Des études récentes ont démontré que les extraits méthanoliques et aqueux du
fruit de Phoenix dactylifera L. inhibent la peroxydation lipidique et suppriment
I’activité enzymatique de la cyclooxygénase 1 (COX-1) et 2 (COX-2) qui jouent un
role crucial dans I’inflammation (Zhang et al., 2013; Taleb et al.,, 2016b). En
revanche, Shabani et al. (2013) ont rapporté que l'extrait de Phoenix dactylifera L.
diminue I’hyperalgie thermique et peut empécher la douleur résultant de Ila

neuropathie diabétique.

Mukherjee et al. (2014) ont incubé les extraits méthanoliques de Phoenix
dactylifera L. avec des cultures de RAW 264.7 en présence d’un agent mitogéne
(LPS). L’étude a montré une reduction significative de la libération du monoxyde
d'azote (NO) comparé aux cultures témoins. Le monoxyde d'azote (NO) est impliqué
dans de nombreux processus pathologiques (Valko et al., 2007).

Les extraits aqueux des fruits de Phoenix dactylifera L. administrés aux rats
avec les doses de 300 et 500mg/kg du poids corporel, provoguent une inhibition de
Iinflammation avec des pourcentages d’inhibition (moyenne de 38 et 61.5 %

respectivement (Maryam et al., 2015).

Aprés I’administration orale de I’extrait aqueux du fruit de Phoenix
dactylifera L. cultivé a Ghardaia (cultivars d’Azarza), a la dose de 50 mg/kg du

poids corporel, une diminution significative du volume de 1’cedeme de 2.682 + 0.36
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mm a été enregistrée aprés 5 heures de I’injection de la formaline qui provoque une
inflammation (Kehili et al., 2016).

Des études in vitro et in vivo ont permis de montrer que les polyphénols
pouvaient agir sur les activités enzymatiques du métabolisme de 1’acide
arachidonique (AA): phospholipase, cyclooxygénase et lipoxygénase. Ils agissent
¢galement sur la production de NO en modulant DI’activit¢ de NOS (oxyde nitrique
synthase). Une inhibition de ces enzymes par les polyphénols réduit ainsi la
production d’AA, de NO, de prostaglandines et de leucotrienes, médiateurs de
I’inflammation (Kim et al., 2004; Guo et al., 2009).

Les flavonoides sont capables de moduler le fonctionnement du systeme
immunitaire par D’inhibition de 1’activité des enzymes qui peuvent é&tre responsables
des inflammations, ils peuvent aussi moduler [’adhésion des monocytes durant
Iinflammation  athérosclérosique  en  inhibant  I'expression  des  médiateurs
inflammatoires (Gonzalez-Gallego et al.,, 2007; Garcia-Lafuente et al., 2009). Kim

et al. (2004) ont montré que les flavonoides sont capables d’inhiber I’histamine.

Des études menées in vitro ont également montré que des flavonoides
comme la lutéoline ou I’apigénine inhibaient la production de cytokines telles que
IL-4, IL-5 et IL-13, que la quercétine inhibait la production de TNF-a par des
macrophages stimulés au lipopolysaccharide (Gonzalez-Gallego et al., 2010).

In vitro, plusieurs flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de
I’acide arachidonique plaquettaire. En effet, ils bloquent [I’action des cyclo-
oxygénases et la lipoxygénase a des concentrations relativement élevées. A faibles
concentrations, c’est la lipoxygénase qui est inhibée préférentiellement (Pelzer et al.,
1998; Delporte et al., 2005).

De plus, il est maintenant connu que les polyphénols exercent leur activité
anti-inflammatoire en agissant in vitro et in vivo sur [Dactivation du facteur de

transcription NF-kB (Santangelo et al., 2007).

Les résultats obtenus de notre ¢tude viennent confirmer effectivement 1 effet
antioxydant et anti-inflammatoire des polyphénols des dattes (Phoenix dactylifera

L.), aliment largement consommeé en Algérie.
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Des études récentes ont démontré que le fruit de datte contient des molécules
bioactives (acide caféique, acide férulique, acide gallique, acide sinapique et 1’acide
coumarique) douées d’un potentiel ant-infalmmatoire important. En effet, ces
molecules modulent 1’expression des cytokines et NF-kB (Rahmani et al., 2014,
Zhang et al., 2015 ; Taleb et al., 2016b).

Des études in vivo et in vitro ont montré que I’isorhamnétine inhibe la
production des ERO induisant I’expression enzymatique de la cyclooxygénase 2
(COX-2) qui joue un role crucial dans I’inflammation (Jinet al., 2013; Seo et al.,
2014).

Des études indiquent que la naringine démontre une efficacité contre les
colites d’origine inflammatoire induites par DSS chez les souris. En effet, la
naringine  réduit significativement les niveaux de malondialdéhyde tissulaire

(indicateur de peroxydation lipidique) (Amaro et al., 2010).

L’administration orale de la caféine (10 mg/kg/jour) chez les rats protege la
fonction pulmonaire de I’inflammation induite par LPS. En effet, la caféine réduit
significativement le taux des marqueurs pro-inflammatoires (IL-1p et CD68) par

rapport au groupe témoin (Koéroglu et al., 2014).

Jain et Singh Parmar (2011) ont démontré que I’hespéridine administrée aux

rats provoque une inhibition plus importante de I’inflammation que I’indométacine.

L’acide gallique induit ’apoptose et inhibe 1’expression des génes pro-inflammatoires
dans les synoviocytes fibroblastiques de polyarthrite rhumatoide. En effet, le traitement par
les doses de 0,1 et 1 umol d’acide gallique a induit une augmentation de 1’activité de caspase-
3 et a régulé la production de Bcl-2 et de p53, qui empéchent la cellule de se transformer en
cellule cancéreuse. L’expression ARNm des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6), des
chimiokines et de la cyclo-oxygénase-2 a été supprimée par I’acide gallique de fagon dose-
dépendante ( Yoon et al., 2013).

Funakoshi-Tago et al. (2011) ont démontré que la lutéoline module le fonctionnement
du systeme immunitaire par 1’inhibition de I'activation transcriptionnelle de NF-kB,

responsable du déclenchement de la transcription des génes anti-apoptotiques dans le noyau.
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3.2.3. Activite antispasmodique des extraits méthanoliques des dattes

La méthode de contorsions abdominales induite par I’acide acétique a été
utilisée pour mettre en évidence I’analgésie des extraits méthanoliques de Phoenix

dactylifera L.

Dans le lot de référence, I’ibuproféenc a la dose de 200 mg/kg du poids
corporel a donné un pourcentage de réduction des spasmes (83.52+ 3.78 %) plus

important que les extraits testés a 1’exception de celui de Tantebouchte.

Les pourcentages de reéduction des spasmes de I’extrait méthanolique de la
variété Tantebouchte et Iibuproféene ne sont pas significativement différents
(P>0.05).

En revanche, le pourcentage de réduction des spasmes de [I’ibuproféne
(83.52+£3.78 %) est tres hautement significatif (P<0.001) par rapport a ceux des
extraits des variétés de Tamajort (60.3+4.74 %), Figheth (62.7£4.12 %), Tansine
(63.5£5.55 %), Hamraya (64.47+4.42), Biraya (68.92+5.4), Degla Baidha
(67.7£4.07%), Ali Ourached (69.3+6.27 %), Ghars (70.13£6.1 %) et Deglet-Nour
(71.87+3.47) administrées avec une dose de 250 mg/kg du poids corporel (Fig.25).

La douleur provoquée par I’injection de I’acide acétique est due a la libération
de médiateurs pro-inflammatoires tel que la sérotonine, histamine, bradykinine, et
les prostaglandines (PGE20 et PGF2a) (Zhang et al., 2013). Ces médiateurs
chimiques conduisent a la dilatation des artérioles et des veinules, stimulent les
neurones nociceptifs périphériques et induisent [’augmentation de la perméabilité
vasculaire (Vanderlinde et al., 2009; Reanmongkol et al., 2009; Ouédraogo et al.,
2012) et provoquent une contraction et une separation des cellules endothéliales
(Choi et al., 2006).
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Tamajort
Figheth
Hamraya
Tansine

Ghars

Extraits

Ali Ourached
Deglet-Nour

Degla Baidha

Biraya

Tantebouchte ns

Ibuproféne

(Groupe de ' ' ' '
référence) 0 20 40 60 80 100

% de réduction des spasmes

Figure 25: Pourcentage de réduction des spasmes par les différents extraits des dattes.

*** . P <0,001.
ns: non significative.

La présence de tanins, anthocyanines et les flavonoides dans le fruit de
Phoenix dactylifera L. contribuent a cet effet analgésique, par 1’inhibition de la
production de ces médiateurs pro-inflammatoires dans des cellules de mastocytes
humaines sensibilisées avec des anticorps Ig E (Manthey, 2000; Middleton et al.,
2000; Kim et al., 2005).

Des études ont démontré que les tanins présents dans les fruits inhibent la
voie MAPK, ainsi que D’expression et la fixation du NF-kB, d’ou [’inhibition de
I’expression des génes pro-inflammatoires (Glaser et al., 1995; Narendra Sharath
Chandra et al., 2007).

La présence des anthocyanines permet d’expliquer la diminution de la
permeabilité vasculaire. En effet, les anthocyanines réduisent la fragilité et la

perméabilité capillaire deux fois plus que la rutine, dans [Iintensité et la durée.

Page | 61



Partie expérimentale Résultats et discussion

Aussi, les anthocyanines empéchent la libération et la synthése des mediateurs pro-

inflammatoires (Wang et al., 1999).

La lutéoline est un flavonoide largement répandu dans le régne végétal. Des
études sur des cellules humaines du colon ont montré que la lutéoline supprimait
efficacement la production de la TNF-a et IL-8, principaux inducteurs de
I’expression des molécules adhésives sur la paroi vasculaire (Cho et al., 2000). Elle
inhibait également la libération d’histamine, de leucotriénes et de prostaglandines
dans des cellules de mastocytes humaines (Manthey, 2000; Middleton et al., 2000;
Kim et al., 2005). Plusieurs études ont montré que la quercétine bloque 1’adhésion
des leucocytes a la paroi endothéliale des veines ombilicales par 1’inhibition de
I’expression des ICAM-1 (Cho et al., 2001).

En revanche, 1’étude in vitro de Ren et Chung (2007), en utilisant différentes
lignées cellulaires, a démontré que 1’acide linoléique présent dans le fruit de Phoenix
dactylifera L. est capable d’inhiber I’expression des génes de la COX-2 et TNF-a
induite par LPS.

Des études récentes ont démontré une corrélation significative entre les
activités biologiques des extraits des plantes et les teneurs en composés phénoliques
et en flavonoides en particulier (Zhang et al., 2013; Rahmani et al., 2014; Kehili et
al., 2016) D’apres les résultats obtenus, les différents extraits testés ont montré des
activités biologiques différentes. En effet, nous pouvons suggérer que les extraits
métanoliques des cultivars de dattes (Ali Ourached, Deglet Nour, Ghars et Degla
Baidha) ont des activités biologiques importantes in vitro (antioxydante et anti-
bactérienne) et in vivo (anti-inflammatoire et antispasmodique) qui sont dues a leurs

teneurs élevées en polyphénols et en flavonoides.
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4. Diversité génétique des cultivars de Phoenix dactylifera L. par marqueurs RAPD

L’objectif visé dans cette étude est de procéder a 1’analyse de diversité généetique des
cultivars de Phoenix dactylifera L. en utilisant des marqueurs moléculaires RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA).

4. 1. Analyse des profils électrophorétiques
4. 1. 1. Analyse des profils électrophorétiques par rapport aux amorces

Au total, 15 amorces décameéres arbitraires RAPD ont été testées pour Vérifier
la variabilité genétique entre les 10 cultivars de Phoenix dactylifera L. dénommés
(C01, C02, C03, Co4, C05, C06, CO7, CO8, CO9 et C10).

Sur les 15 amorces employées, seules 12 ont généré des profils génomiques
clairs et exploitables (Fig. 34, 35, 36, 37, 38 et 39). Le nombre de bandes amplifiées
varie selon 1’amorce employée. Le nombre maximal de bandes amplifiées (14) a été
obtenu avec les amorces OPI-10 et OPI-17, suivi par I’OPI-06 avec 11 bandes,
I’OPI-11 et OPI-16 avec 10 bandes, les amorces OPI-08 et OPI-20 ont généré 9
bandes, chacune et enfin I’OPI-15 avec seulement 2 bandes. La taille de tous les

fragments amplifiés (bandes) se situe entre 10 et 1500 pb (Tableau XI).

Toutes les amorces ont généré des bandes polymorphes. En effet, sur les 96
bandes générées, 92 sont polymorphes. Tandis que, les amorces OPI-06, OPI-07,
OPI-13 et OPI-20 ont donné des bandes monomorphes.
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Tableau XI: Analyse des profils RAPD en termes de nombre de bandes amplifiées,
pourcentage de polymorphisme pour les différentes amorces utilisées avec

I’ensemble des cultivars.

NBT TB NBP P (%) NBM M (%)
OPI-06 11 10-810 10 90,9 1 9,09
OPI-07 4 60-360 3 75 1 25
OPI-08 9  260-1500 9 100 0 0
OPI-09 3 180-220 3 100 0 0
OPI-10 14 10-900 14 100 0 0
OPI-11 10  190-1050 10 100 0 0
OPI-13 4 180-400 3 75 1 25
OPI-14 6 190-800 6 100 0 0
OPI-15 2 200-850 2 100 0 0
OPI-16 10  70-1200 10 100 0 0
OPI-17 14  120-1300 14 100 0 0
OPI-20 9 250-920 8 88,88 1 11,12

Figheth: C01, Ghars: C02, Tantebouchte: C03, Ali Ourached: C04, Degla Baidha: C05, Tamajort:
CO06, Tansine: C07, Deglet-Nour: C08, Biraya: C09, Hamraya: C10.

NBT: Nombre total des bandes; NBP: Nombre de bandes polymorphes; NBM : Nombre de bandes
monomorphes; TB: Intervalle de taille des bandes (pb); P (%): pourcentage de polymorphisme (%); M
(%): Pourcentage de monomorphisme (%).

Le polymorphisme généré par les amorces utilisées peut étre le résultat des
modifications soit dans la séquence du site de liaison des amorces ou des
changements qui modifient la taille empéchant ainsi la réussite de 1’amplification

d’un ADN cible (ex. insertion, délétion, inversion) (Modgil et al., 2005).
4. 1. 2. Analyse des profils électrophorétiques par rapport aux cultivars

L’analyse du polymorphisme par les marqueurs RAPD montre qu’il existe une
variabilit¢  (un polymorphisme) entre les différents cultivars. Le taux de
polymorphisme le plus élevé a été enregistré avec le cultivar de Degla Baidha
(92.31 %).
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De méme, c’est avec la variété Degla Baidha que nous avons enregistré le
maximum de bandes (52) (total des bandes générées par 1’ensemble des amorces)
dont 48 sont polymorphes suivi par la variété Deglet-Nour avec un total de 46

bandes dont 42 sont polymorphes (Tableau XI1I).

Tableau XII: Résumé des profils RAPD des 10 cultivars dattiers générés par

I’ensemble des amorces employées.

Description C C C C C C C C C C
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Nombre total de bandes 30 37 39 38 52 23 39 46 35 35

Nombre de bandes 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
monomorphes

Nombre de bandes 26 33 3 34 48 19 35 42 31 31
polymorphes

Pourcentage de 86.0 89.1 89. 89. 92. 82 89. 91. 88 881

. 7 9 7% 47 31 61 75 31 57 8
polymorphisme

Nombre des amorces 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12

utilisées
Intervalle de taille des 10- 40- 40- 40- 40- 40- 10- 10- 40- 40-

850 850 920 880 150 920 850 850 130 120
bandes obtenues 0 0 0

Figheth: CO1, Ghars: C02, Tantebouchte: C03, Ali Ourached: C04, Degla Baidha: C05, Tamajort:
CO06, Tansine: C07, Deglet-Nour: C08, Biraya: C09, Hamraya: C10.

Nous avons noté aussi que les tailles des différentes bandes générées varient
entre 10 pb et 1500 pb pour I’ensemble des cultivars testés. Cependant, il y a lieu de
rappeler que certaines bandes étaient spécifiques a certains cultivars. C’est le cas de
la variéeté Degla Baidha qui a géneré trois bandes spécifiques de 1000 et 1050 pb
avec OPI-08 et OPI-11 respectivement (Fig. 28 et 31), Biraya (1300 pb) avec 1’OPI-
17 (Fig. 36) et Hamraya (1200 pb) avec 1’OPI-16 (Fig. 35).
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1500pb

lOOOpb—-—-
800D
600l

400pb

200pb

Figure 26: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par I’amorce OPI-06.

pb: paire de bases.

Figure 27: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par I’amorce OPI-07.

pb: paire de bases.
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1500pb
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400pb

200pb

Figure 28: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par I’amorce OPI-08.

pb: paire de bases.

00—

600ph
400pb

200pb

Figure 29: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par I’amorce OPI-09;

pb: paire de bases.
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C02 C03 Co04 Co5 Co6 CO7 Cco08 C09 C10

Figure 30: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par 1’amorce OPI-10.

pb : paire de bases.

1500pb

1000 s
800D [ou

600 Iy

400D b e

200pb

Figure 31: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par I’amorce OPI-11.

pb : paire de bases.
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Figure 32: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par ’amorce OPI-13.
pb: paire de bases.

1500pb

1000p
‘800"
600l

400pb

200pb

& s Nt e

Co2 C03 Co04 C05 C06 CO7 cos8

Co9 C10

Figure 33: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par ’amorce OPI-14.
pb : paire de bases.
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1500pb
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600pb__ -

400pb

200pb

Figure 34: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par ’amorce OPI-15.
pb : paire de bases.

C04 CO05 . CO06 cor - CO08 CO09

Figure 35: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par ’amorce OPI-16.
pb: paire de bases.
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Figure 36: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par ’amorce OPI-17.

pb: paire de bases.

N sl E RS
-
-

1500pb-=

| 1000 I——
800 [y e—
600 [0 se—

400y —

200pb

Figure 37: Diagramme électrophorétique RAPD des 10 cultivars généré par 1’amorce OPI-20.

pb: paire de bases.
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4. 2. Analyse des clusters

L'empreinte  génétique est largement utilisée pour détecter la variation
génetique. Sur la base des données RAPD, un dendrogramme, réalisé pour les 10
échantillons a 1’aide du logiciel PAST (méthode CLUSTER ANALYSIS), a permis de
visualiser la position relative de chaque cultivar. Une matrice de similarité entre les
cultivars a été calculée en utilisant le coefficient de similarit¢ de JACCARD pour
obtenir un coefficient de corrélation de similitude entre chaque paire des cultivars

utilisés.

La similitude la plus proche est celle observée entre CO3 (Tantebouchte) et
C01 (Figheth) avec une similarit¢é de 61%. C’est le C09 (Biraya) et le C06
(Tamajort) qui semblent étre les plus éloignés puisqu’ils présentent un taux de
similarité de 1’ordre 17 % (donc un taux de variabilité de 83 %) (Tableau XIII).

Tableau XIII: Matrice de similarit¢ et de distance génétique entre les cultivars de

Phoenix dactylifera L.

cor Ccoz  Co03 co4 CO5  CO06 cor C08 C09 C10

Co1 1 0,33 0,61 039 0,30 0,33 0,32 0,40 0,27 0,40

Cco02 1 046 042 033 0,29 046 050 035 0,36
Co03 1 051 037 03 051 055 029 034
Co4 1 034 024 044 048 019 034
C05 1 0,27 049 043 028 032
CO06 1 024 025 017 025
Co7 1 048 033 0,28
Co08 1 0,33 042
C09 1 0,34
C10 1

Figheth: CO1, Ghars: C02, Tantebouchte: C03, Ali Ourached: C04, Degla Baidha: C05, Tamajort:
CO06, Tansine: C07, Deglet-Nour: C08, Biraya: C09, Hamraya: C10.
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La classification hiérarchiqgue des marqueurs moléculaires RAPD a permis de
distinguer deux grands groupes avec un indice de similarité supérieure a 24 %.
Chaque Cluster regroupe des cultivars généetiquement proches. Le premier Cluster
(CLO1) comprend seulement le cultivar CO06 (Tamajort). Alors que le deuxieme
Cluster est représenté par les autres cultivars. Les cultivars génétiqguement proches
sont les suivants: CO03 (Tantebouchte) et CO1 (Figheth) avec une similarité de 60%,
C08 (Deglet-Nour) et C02 (Ghars) avec 49% de similitude et les cultivars C05
(Degla Baidha) et CO7 (Tansine) avec 48% de similitude (Fig. 38).

Similarité
o0 0 90 90 0 90 9 90 0 09 9
b Lo L de de LA DR DA D - D WD WD
de © v B OGO e O Oh b GO ds O
1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 || 1 1
Co08
C02
C04
] C03
Co1
Cos
CL2
Cco7
C10
C09
CL1
C06

Figure 38: Dendrogramme de similarité et de distance génétique entre les 10 cultivars
régénéré par CLUSTER ANALYSIS

Figheth: CO1, Ghars: C02, Tantebouchte: C03, Ali Ourached: C04, Degla Baidha: C05, Tamajort:
CO06, Tansine :C07, Deglet-Nour: C08, Biraya: C09, Hamraya: C10, CL: CLUSTER.
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Un grand polymorphisme moléculaire est observé chez des variétés de palmier
dattier cultivées en Tunisie par I’utilisation de quatre amorces RAPD et six amorces
AFLP  (Amplified Fragment Length Polymorphism). Cependant, les marqueurs
AFLP sont suggérées comme meilleur outil pour la quantification de la variabilité
génétique de Phoenix dactylifera L. (Rhouma et al., 2009). Zehdi et al. (2012) ont
étudié le polymorphisme moléculaire de 91 cultivars de Phoenix dactylifera L. de
Tunisie. Un total de 136 alleles et 311 génotypes ont été détectés sur la base de 14

amorces ISSR.

Selon Al-Khalifah et Askari (2004), 1’analyse RAPD de treize cultivars de
datte d’Arabie Saoudite (Ajwa, Barney, Bareem, Nabtet Saif, Nabtet Sultan, Om-
Hammam, Om-Kobar, Rabeeha, Shehel, Shishi, Sugai, Sukkary Asfar et Sukkary
Hamra) a révélé une différence significative avec une moyenne de similarité de
50%.

L’¢tude de la variabilité génétique de quatorze -cultivars de palmier dattier
provenant d’Egypte par I’utilisation de vingt sept amorces RAPD et dix amorces
ISSR a révélé une moyenne de polymorphisme de 25.2 et 28.6% respectivement
(Hussein et al., 2005). Eg

Cependant, I’amplification de I'ADN génomique de 8 cultivars de Phoenix
dactylifera L. d’Inde en utilisant 13 amorces RAPD et deux ISSR a détecté un
pourcentage de polymorphisme de 39,77 et 23,07% respectivement. Les marqueurs
RAPD étaient plus efficaces que ISSR en matiere de détection polymorphes
(Srivashtav et al., 2013).

L’étude menée par Ameer et al. (2014) sur 25 cultivars de Phoenix dactylifera
L. du Pakistan par l’utilisation de six amorces RAPD a montré un pourcentage du
polymorphisme élevé et reproductible de 79.4% ce qui suggere la fiabilité de cette

technique pour analyser la diversité génétique des cultivars du palmier dattier.

L’analyse de la diversit¢é génétique par Munshi et Gamal (2010) de trois
cultivars de palmier dattier d’Arabie Saoudite basée sur I’utilisation de cinq amorces

RAPD et microsatellites (SSR) a montré une moyenne de similarité de 55%.
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Adawy et Atia (2014) ont utilisé des marqueurs moléculaires différents (14
AFLP, 48 SCoT, 14 SSR, 21 CDDP, 18 ITAP et 100 RAPD) pour évaluer la
diversite et les relations génetiques entre les différents cultivars provenant de
I’Egypte. L’amplification a montré un nombre total de bande de 591, 484, 83, 192,
204 et 1084 avec un pourcentage de polymorphisme de 37.4, 41.3, 59, 31.7, 34 et
24.9% respectivement. L’étude a confirmé la variabilit¢ de chaque marqueur dans la

détection du polymorphisme.

L’¢étude d’Alansari et al. (2014) a permis de mettre en évidence une
importante  variabilité génétique entre quatorze cultivars iraquiens de Phoenix
dactylifera L. par [D’utilisation de dix amorces RAPD avec une similarit¢ de 7.5 a
16.9%.

Al-Najm et al. (2016) ont utilisé soixante-dix amorces iPBS (Inter-Primer
Binding Site) pour évaluer les variations moléculaires et la diversité génétique dans
les cultivars de Phoenix dactylifera L. cultivés en Australie et en lraq. L’étude a

montré un nombre total de bande de 111 variant de 180 a 3500 pb.

La diversite génétique indiqgue un bon potentiel pour ameliorer encore les
caracteres agronomiques et commerciaux du palmier dattier et pour leur permettre
de s’adapter a des nouveaux environnements et aux changements climatiques (EI-
Shibli et Korpelainen, 2009; Al-Faifi et al., 2016).

Selon Chung (1995), les espéces ayant une large distribution géographique ont
un niveau de diversité génétique plus élevé que les especes ayant une distribution

étroite ou endémique.

L’existence de ce polymorphisme peut étre un facteur trés fort expliquant les
variations dans les propriétés biologiques et la composition chimique des extraits des

différents cultivars testés.
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Conclusion

Dans les dernieres décennies, il y a eu un intérét croissant pour I’étude des plantes
médicinales et leur utilisation traditionnelle, pour le traitement des diverses maladies. Les
produits naturels, notamment ceux d’origine végétale, ont toujours été une source importante
de molécules thérapeutiques qui pourraient également exercer des activités biologiques

(antimutagéne, anticancéreuse, antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire).

Dans ce travail, nous avons déterminé la composition phytochimique (le dosage des
composés phénoliques totaux, des flavonoides, les flavonols et la détermination de la
composition par HPLC). Nous avons étudié 1’activité antibactérienne, antioxydante, anti-
inflammatoire, antispasmodique et déterminé la diversité génétique de dix cultivars de
palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) par les empreintes génétiques (technique moléculaire
PCR-RAPD).

Les rendements les plus élevés ont été enregistrés avec les extraits méthanoliques de la
variété Tansine (36.10+ 0.12 %), puis de I’extrait méthanolique de la variété Deglet-Nour
(35.67£0.27%).

Le dosage des phénols totaux, flavonoides et flavonols montre une différence dans les
teneurs d’une variété a une autre. Les teneurs les plus élevées ont été trouvées dans I’extrait
méthanolique de la variété Ali Ourached, soit 6.53+0.18 mg EAG/100g MS, 4.23+0.29 mg
EC/100 g MS et 1.43£0.15 mg ER/100g MS respectivement.

L’analyse par HPLC des différents extraits méthanoliques de Phoenix dactylifera L a
permis la détection des molécules dotées d’effets biologiques importants telles que 1’acide
gallique, acide tannique, caféine, hespeéridine, acide caféique, acide férulique, naringine,

vanilline, rutine, lutéoline, quercétine, aspegenine et 1’isorhamnétine.

L’extrait méthanolique de la variété Ali Ourached a enregistré des activités
antioxydantes les plus élevées avec les quatre méthodes de DPPH (206 mg/ml), le
blanchissement de PB-carotene (76.85%), la capacité antioxydante totale (90.25 43umol
d’acide ascorbique /g d’extrait) et la méthode de FRAP (56.04 umol Fe (II) / 100 g MS).
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Conclusion

La quercétine, hespéridine et la rutine sont reconnues pour leurs nombreuses activités
biologiques qui sont attribuées en partie aux propriétés antioxydantes. Ils sont susceptibles de

réagir avec la plupart des especes reactives oxygenées.

L’activité antibactérienne des extraits méthanoliques de dattes (Phoenix dactylifera L.)
a montré des diamétres de zones d’inhibition atteignant 20.73+1.10 mm. Cette activité
pourrait étre expliquée par la présence des composés phénoliques comme 1’acide gallique et

I’acide caféique qui sont connus pour leurs potentiels antibactériens.

Les extraits testés pour leur activité anti-inflammatoire in vivo ont montré un effet
dans la réduction de I’inflammation provoquée par la carragénine. Ces résultats confirment
que le fruit de dattes peut contribuer a la réduction de l'inflammation. Les résultats indiquent
que le fruit de Phoenix dactylifera L. a un effet analgésique efficace comparable a celui de
I’ibuproféne (lot contrdle positif). Ces activités peuvent étre dues a la présence de I’acide

gallique, hespéridine, naringine et 1’isorhamnétine.

L’analyse du polymorphisme par les marqueurs RAPD montre qu’il existe une
variabilité genétique dans les différents cultivars. Le taux de polymorphisme le plus élevé a
été enregistré avec le cultivar de Degla Baidha (92.31 %). L’existence de polymorphisme
peut étre un facteur tres fort expliquant les variations dans les propriétés biologiques et la
composition chimique des extraits des différents cultivars testés.

Sachant que notre pays préserve une biodiversité et un patrimoine immense et riche en
palmier dattier. Chaque variété se caractérise par un réservoir assez important de métabolites
secondaires. Ces derniers ont des caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques
particuliéres qui demandent d’étre exploitées par les recherches approfondies. Donc nous

proposons les perspectives suivantes:

> Separer et caractériser les composes bioactifs et étudier leurs mécanismes d’action

séparément.

» Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et
complémentaires in vivo de Dactivité antibactérienne, antioxydante et anti-
inflammatoire des composés polyphénoliques en général et des flavonoides en

particulier.
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Conclusion

» Exploiter ces résultats au niveau de 1’industrie agro-alimentaire pour 1’utilisation de
ces composés bioactifs comme additifs alimentaires naturels (conservateurs,

antioxydants).
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INTRODUCTION

ABSTRACT

The purpose of this study was to estimate the antioxidant and anti-inflammatory
activities of methanolic extracts of date palm fruits grown in Algeria. Four in vitro
methods were employed to evaluate the antioxidant activity (AA), namely f-
carotene-linoleic acid system, phosphomolybdenum method, 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical scavenging activity and Ferric-Reducing Antioxidant Power
assay. The anti-inflammatory activity was carried out using carrageenan-induced
edema model. The extracts were found to be a rich source of polyphenols,
flavonoids and flavonols. The methanolic extract of Ali Ourached cultivar showed
the highest AA for the four methods cited previously (76.85%, 90.25 pmol of
ascorbic acid/g of extract, 206 pg/mL and 56.04 pmol Fe (II) / 100 g DW,
respectively). Anti-inflammatory findings revealed noticeable reduction of paw
volume ranging from 35.64 to 67.56% as a response to oral administration of
250 mg/kg dose of methanolic extracts. This study constitutes an endeavor for
understanding the bioactive phytochemical variability in date palm fruit cultivars
and corresponding antioxidant and anti-inflammatory activities.

PRACTICAL APPLICATIONS

In this study, the biological potentials of methanolic extracts of date palm fruits
(Phoenix dactylifera L.) were evaluated. The date cultivars could potentially be
considered as a functional food and could be useful as a good source of natural
antioxidant compounds with possible applications to reduce oxidative stress and
treatment of chronic inflammatory pathologies. The results suggest that date palm
fruits contain potent antioxidant and anti-inflammatory properties that can find
application in food science, food technology and nutrition.

geous with their biological activities such as antioxidant

The health benefits of fruits and vegetables in the human
diet are well known and are supported strong scientific evi-
dence. Fruits and vegetables have historically been consid-
ered rich sources of some essential dietary micronutrients,
and more recently they have been recognized as important
sources for a wide array of phytochemicals that individually,
or in combination, may benefit health (Stavric 1994). Differ-
ent beneficial compounds are found in all parts of plants
such as leaves, fruits, seeds, roots and bark; several elements
of this chemical mixture may possibly be found advanta-
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activity (AA) (Aliakbarlu et al. 2014).

An antioxidant can be defined as “any substance that,
when present at low concentrations compared with those of
an oxidizable substrate, significantly delays or prevents oxi-
dation of that substrate.” Antioxidant compounds act by
several mechanisms such as inhibition of generation and
scavenging activity against reactive oxygen species (ROS)
(Kim et al. 2012). ROS can react with and damage complex
cellular molecules such as fats, proteins, or DNA, accompa-
nied with appearance of numerous pathological disturban-
ces, such as cancer, hypertension, cardiovascular disease,
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autoimmune disease, diabetes, multiple sclerosis and arthri-
tis (Burits and Bucar 2000).

The fruit of palm date, considered as an ideal food that
provides a wide range of essential nutrients with many
potential health benefits, served as a staple nutritious food
and source of wealth for many years. This fruits are a rich
source of carbohydrates, dietary fibers, certain essential vita-
mins and minerals. Several studies have indicated that dates
contain a wide variety of natural antioxidants such as pheno-
lic acids, flavonoids and tannins (Mansouri et al. 2005);
Biglari et al. 2008).

Date palm (Phoenix dactylifera L.) fruits are widely con-
sumed in Algeria, but there are few reports in the literature
of studies on its chemical composition and biological prop-
erties. Palm date fruits are still insufficiently studied in rela-
tion to their antioxidant and anti-inflammatory activity.
Great efforts have scientifically invested to minimize insuffi-
cient knowledge about various phytochemicals of date palm
fruits (DPF) that may provide enormous nutritional bene-
fits. As a part of this effort, this report has been expended to
show biological potentials of various Algerian DPF varieties.

There is no data reported about date cultivars of the El-
Oued region (South-East of Algeria). Therefore, the aim of
this present study was (a) to evaluate the total phenolic, fla-
vonoid and flavonol amounts of methanolic extracts from
seven cultivars of date palm (P. dactylifera L.) fruits and (b)
to examine the AA and the anti-inflammatory activity. To
our best knowledge, this is the first report showing the anti-
inflammatory action of DPF using carrageenan- induced
edema model in mice.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Chemicals used in this work were analytical grade. The sol-
vents (methanol and chloroform), sulfuric acid, sodium
bicarbonate, sodium phosphate, 2,2-diphenyl-1-picrylhydra-
zyl (DPPH) radical, hydrochlorid acid, carrageenan and
butylated hydroxytoluene (BHT) were supplied from
Sigma-Aldrich GmbH (Stemheim, Germany). Folin—Ciocal-
teu (FC) reagent, fi-carotene, sodium hydroxide, gallic acid,
ascorbic acid, catechin, linoleic acid, rutin, Tween 40 and
2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) were obtained from Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO). Sodium nitrite, sodium ace-
tate, ammonium molybdate and aluminum chloride were
from Fluka Co. (Bushes, Switzerland).

Collection of Plant Materials

Seven different Algerian date palm fruit cultivars were col-
lected from the El-Oued region (South-East of Algeria) at
the final stage of fruit ripeness, at the beginning of the 2012
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harvest season, locally named: Tantebouchte, Biraya, Degla
Baidha, Deglet-Nour, Ali Ourached, Ghars and Tansine. Ten
date palm trees were served to the harvest of each variety,
from each of them 10 mature dates with homogeneous size
and without damage were taken. The 100 dates were mixed
and were brought to the laboratory in paper bags in refriger-
ator for the analysis.

Preparation of the Plant Extract

Preparation of methanolic extracts was made according to
Biglari et al. (2008). A portion (100 g) of the edible parts of
DPF was soaked in 300 mL of methanol 80% using an
orbital shaker at laboratory conditions, for 5 h. The mixture
was filtered and then centrifuged at 4000X g for 10 min. The
supernatant was concentrated by rotary vacuum evaporator
at 40C to afford the crude extract, which was kept in airtight
bottles at 4C until used.

Phytochemical Composition

Measurement of Total Phenolic Content. The assay
of total phenolic content (TPC) of methanolic extracts was
carried out by the colorimetric method using FC reagent
and gallic acid as standard (Al-Farsi et al. 2005). Briefly, 200
pL of crude extract at 1 mg/mL were mixed with 1.5 mL of
FC reagent (prediluted 10-fold with distilled water) and
allowed to stand at room temperature for 5 min, and then
1.5 mL of sodium bicarbonate (60 g/L) was added to the
mixture. The reaction mixture was incubated in dark at
room temperature for 90 min and its absorbance was meas-
ured at 725 nm. The same procedure was repeated for all gal-
lic acid concentrations solutions. All tests were carried out in
triplicate.

The TPC was calculated from the standard curve and
expressed as milligram gallic acid equivalent per 100 g dry
weight (mg GAE/100 g DW).

Measurement of Total Flavonoid Content. The total
flavonoid content (TFC) of methanolic extracts was deter-
mined by the colorimetric method using aluminum chloride
reagent and catechin as standard according to the protocol
described by Biglari et al. (2008). Four milliliters of distilled
water and 1 mL of crude extract (1 mg/mL) were mixed
with 0.3 mL of sodium nitrite (5%, w/v), and 0.3 mL of alu-
minum chloride (10%, w/v). After incubation period at
room temperature for 5 min, 2 mL of sodium hydroxide
(1 M) were added. The reaction mixture was diluted up to
10 mL with distilled water with agitation. Absorbance was
measured at 510 nm. The same procedure was repeated for
all catechin concentrations solutions. All tests were carried
out in triplicate.
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The total flavonoid amount was calculated from the
standard curve and expressed as milligram catechin equiva-
lent per 100 g dry weight (mg CEQ/100 g DW).

Measurement of Total Flavonol. The concentration
of total flavonols (TF) of the extracts of date fruits was deter-
mined by the colorimetric method described by Jimoh et al.
(2010). Briefly, 500 pL of DPF extracts (1 mg/mL) was
mixed with 500 pL of aluminum chloride (2%, w/v) and 500
UL of sodium acetate solutions (5%, w/v). The absorbance at
440 nm was determined after 2.5 h at room temperature.
The same procedure was repeated for rutin concentrations
solutions.

The TF compound was calculated from the standard
curve and expressed as milligram rutin equivalent per 100 g
dry weight (mg REQ/100 g DW).

In Vitro Antioxidant Studies

Antioxidant Activity Using p-Carotene-Linoleic
Acid System. AA was performed according to the method
described by Dapkevicius et al. (1998). The model test mix-
ture was prepared by dissolving 0.2 mg of f-carotene in
0.5 mL of chloroform, 25 pL of linoleic acid and 200 mg of
Tween 40 were added. Chloroform was totally evaporated at
40C, followed immediately by adding 100 mL of distilled
water saturated with oxygen during 30 min. Two hundred
microliters of each extract, prepared at 200 pg/mL were
added to 4 mL of the previous mixture followed by incuba-
tion period (50C for 120 min), together with two controls,
one containing the synthetic antioxidant, BHT at 200 pg/mL
as a positive control and the other with the same volume of
methanol instead of the extract as negative control. The
absorbance was measured at 470 nm. All tests were carried
out in triplicate.

AA of the extracts and BHT was evaluated in terms of the
blanching of ff-carotene in following way:

AA (0/0) = (Aext/ABHT) X100

where A.; and Apyr are the absorbance measured for the
methanolic extracts and the BHT after incubation for 120
min, respectively.

Total Antioxidant Using Phosphomolybdenum
Assay. The total antioxidant capacity of the methanolic
extracts in the phosphomolybdenum method was expended
following the protocol of Prieto ef al. (1999). 0.3 mL from
each sample extract were combined with 3 mL of reagent
solution (0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate,
and 4 mM ammonium molybdate). A typical blank solution,
containing all reagents except the test extract, was prepared.
All tubes were capped and incubated in a water bath at 95C
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for 90 min and then cooled at room temperature. The
absorbance was measured at 695 nm. The experiment was
performed in triplicate. The standard curve was constructed
using different concentrations of ascorbic acid (10-100 ug/
mL). The AA was expressed as the number of equivalents of
ascorbic acid (pumol of ascorbic acid/g of extract).

DPPH Radical Scavenging Activity. The ability of the
methanolic extracts from P. dactylifera fruits to donate an
electron and scavenge DPPH free radical was determined by
the method of Blois (1958). Sixty microliters of different
concentrations of methanolic extracts (20, 50, 100, 200, 300,
400 pg/mL) were mixed with 1500 pL of methanol solution
of DPPH (6 X 10 °M). After an incubation period of 30
min at room temperature, the absorbance of the samples
was read at 517 nm. Methanol was used to zero to spectro-
photometer and DPPH" solution was used as blank sample.
The DPPH’ solution was prepared fresh daily and stored in a
dark bottle at 4C. The percentage inhibition (I %) of the
DPPH radical was evaluated according to the formula:

I/ (0/0) = (Ablank _Asample/Ablank) X100

where Apjani is the absorbance of the control and Agymple is
the absorbance of the test extract with DPPH solution. The
same procedure was repeated for BHT concentrations solu-
tions as positive control. All tests were realized in triplicate.

The AA of the extracts was expressed as ICsp, this value
denotes the concentrations (in ug/mL) of extracts required
to scavenge 50% of DPPH radicals and was obtained by
interpolation from linear regression analysis. Values are pre-
sented as means * SD of three parallel measurements.

Ferric-Reducing Antioxidant Power Assay. The
Ferric-Reducing Antioxidant Power (FRAP) of the methano-
lic extracts was measured according the method described by
Benzie and Strain (1996). The FRAP reagent was prepared
from sodium acetate buffer (0.3 M, pH 3.6), 10 mM TPTZ
solution in 40 mM HCI and 20 mM FeCl;-6H,O solution in
proportion of 10:1:1 (v:v:v), respectively. The FRAP reagent
was freshly prepared and was warmed to 37C. Twenty
microliters of various methanolic extracts were added to
1.5 mL of FRAP reagent. The obtained blue solutions were
kept at room temperature for 20 min at 37C, and then the
absorbance was monitored at 593 nm. FeSO,-7H,O solution
(100-2,000 pmol/L) was used for calibration of standard
curve. The results were expressed as pmol Fe (I1)/100 g dry
weight (DW).

In Vivo Studies

Swiss albino mice (weighing between 25 and 30 g) of both
sex were used in the present study. They were housed in
polypropylene cages and were left for 2 days for
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acclimatization to animal room maintained under controlled
condition (a 12 h light, 12 h dark photoperiod at 24+ 2C),
and fed with standard laboratory pellets. Food and water
were given ad libitum.

Ethics. All in vivo exprimental procedures and the protocol
employed were approved accoding to the guidelines estab-
lished by the laboratory of toxicology and pharmacology
(Antibiotical group — Medea, Algeria), following the recom-
mendations of the European Pharmacopoeia 8.0 under refer-
ence number 215/2013.

Acute Toxicity. Acute lethal toxicity test of different
extracts of DPF was carried out to Doha and Al-Okbi
(2004). The animals were kept fasting for overnight provid-
ing only water, and the different extracts were given orally at
the dose level of 100, 300 and 1000 mg/kg body weight. The
animals were observed continuously for its behavioral for
first 4 h and for mortality at the end of 24 h.

Anti-Inflammatory Activity. The anti-inflammatory
property of methanolic extracts of DPF was tested through
the experiment model of carrageenan-induced acute paw
edema in mice according to Winter et al. (1962). The mice
were fasted overnight but had free access to water. A dose of
250 mg/kg methanolic extracts was orally administered to
the mice (Chandran et al. 2012). The mice were divided into
three groups of five animals each as follows:

Group 1: Oral feeding of 3 mL/kg of distilled water (con-
trol group).

Group 2: Oral feeding of indomethacin (10 mg/kg) (refer-
ence group).

Group 3: Oral feeding of the different methanolic extracts
of DPF (250 mg/kg) (tested group).

After 30 min, 0.1 mL of 1% (w/v) carrageenan solution in
normal saline was injected in the planter region of the left
paw and the right paw was served as reference. The paw vol-
umes were measured plethsmographically after 5 h of carra-
geenan injection. The percentage increase in paw edema of
the treated group was compared with that of the control.
The percentage increase in paw edema was calculated using
the following formula:

Percentage inhibition (%) = Vc—Vt/VcX100

where

V&, increase in paw volume in the control group.

Vt, mean increase in paw volume in animals treated with
the methanolic extracts of DPE.

Statistical Analysis

All data were expressed as mean = standard deviation (SD).
Statistical analyses were performed by a analysis of variance
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FIG. 1. TOTAL PHENOLIC, FLAVONOID AND FLAVONOL CONTENTS
OF SEVEN ALGERIAN DATE PALM VARIETIES

Significantly different values are represented by different letters (a, b,
¢, d, e, f) (P<0.05). *Contents are represented as mg Gallic acid
equivalent for total phenolic, mg Catechin equivalent for flavonoid
and mg Rutin equivalent for flavonol.

(ANOVA) using Past program, version 2.15. Differences at
P < 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION
Phytochemical Composition

Total Phenolic Content. All results were expressed on a
dry weight basis. The amounts of TPC, TFC and TF in
methanolic extracts of DPF are shown in Fig. 1.

As summarized in Fig. 1, there were significant differences
(P<0.05) among the different cultivars of date. The TPC
showed variation in different methanolic extracts of DPF
and the range was from 2.06 = 0.06 to 6.53 = 0.18 mg
GAE/100 g DW. Ali Ourached date had the highest TPC
with 6.53 *= 0.18 mg GAE/100 g DW, followed by Ghars
(5.47 = 0.17 mg GAE/100 g DW), Deglet-Nour (4.72 =
0.41 mg GAE/100 g DW), Degla Baidha (4.51 = 0.26 mg
GAE/100 g DW), Tansine and Tantebouchte (3.70 = 0.56
and 3.50 * 0.23 mg GAE/100 g DW, respectively), whereas
Biraya date showed the lowest TPC with 2.06 * 0.06 mg
GAE/100 g DW.

According to Mansouri et al. (2005), the TPC of methano-
lic extracts of date fruits from Ghardaia region (Algeria) var-
ied from 2.49 to 8.36 mg GAE/100 g DW of fresh fruit. Our
findings are in accordance with these results. However, a
recent study (Saafi et al. 2009) with four different cultivars
were harvested from the Southern region of Tunisia reported
that the TPC values ranged between 209.42 and 447.73 mg
GAE/100 g DW of fresh fruit. These levels are much higher
than this study.

In other hand, five free phenolic acids in Algerian date
fruits from Biskra and Ghardaia regions have been identified,
including galic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, cinnamic
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acid and caffeic acid (Mansouri et al. 2005); Benmeddour
etal. 2013).

The phenolic amounts in palm date fruits might have
affected by several factors such as variety, growing condition,
maturity, season, geographic origin, fertilizer, soil type, cul-
tural methods, process and stabilization conditions, climatic
conditions, use of different analytical methods, storage con-
dition and the choice of solvent (Besbes et al. 2009); El Arem
etal 2012).

Total Flavonoid Content. Results obtained by alumi-
num chloride colorimetric, involved in the quantification of
TFC, are shown in Fig. 1.

As can be seen from Fig. 1, the methanolic extracts of date
fruits differed in their TFC. The values of TFC varied from
1.06 = 0.12 to 4.23 = 0.29 mg CEQ/100g DW. Statistical
analysis reveals that Ali Ourached and Ghars extracts have
the maximum TFC amounts with 4.23 * 0.29 mg CEQ/
100 g DW and 4.13 * 0.17 mg CEQ/100 g DW, respectively.
The least TFC fraction was detected in Biraya variety (1.06
*+ 0.12 mg CEQ/100 g DW).

These results were in agreement with previous results
documented by Biglari et al. (2008) who reported that the
TFC of Iranian date cultivars are ranged between 1.62 and
4.71 mg CEQ/100g DW, the only exception was Kharak date
that showed the highest TFC than other cultivars (81.79 mg
CEQ/100 g DW).

Habitually, DPF include three major compounds called
isoquercetrin, rutin and quercetrin, whereas the minor com-
pounds are quercetin and luteolin (Benmeddour et al. 2013),
but qualitative and/or quantitative flavonoid content varia-
tions can be found in DPF depending on cultivars, growing
seasons, other agricultural practices and also variation in
assays’ protocols (Yuan et al. 2005).

Phenolic compounds such as flavonoids are widely found
in food products derived from plant sources and they pos-
sess diverse biological activities such as anti-inflammatory,
anti-carcinogenic and anti-atherosclerotic activities. These
activities might be related to their antioxidant action (Chung
et al. 1998).

Total Flavonol. The mean values of TF compounds of the
seven DPF are presented in Fig. 1. There are variations and
significant differences (P < 0.05) in TF between some culti-
vars. The contents ranged from 0.44 * 0.10 to 1.43 =
0.15 mg REQ/100 g DW. The highest level of TF was
observed in Ali Ourached, followed by Ghars, while the low-
est concentration was found in Tantebouchte and Biraya. In
this context Benmeddour et al. (2013) have reported that the
TF contents of Algerian date cultivars from Biskra region
ranged between 6.73 and 36.64 mg REQ/100 g DW. The
observed variation may mainly be attributed to the cultivars
and extraction condition.
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Tantebouchte
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—#— Total phenolic = =~ =Total flavonoid ---=--- Total flavonol

FIG. 2. RADAR SHOWING THE POSITIVE CORRELATION BETWEEN
PHENOLIC, FLAVONOID AND FLAVONOL CONTENTS OF DATE PALM
FRUIT VARIETIES

The quantitative characterization of phenolic, flavonoid
and flavonol compounds reveals a positive correlation
between their amounts in all seven varieties (Fig. 2, this pro-
portionality affirms the importance of flavonoids in phenolic
mixture of DPE

Antioxidant Activity

The antioxidant capacities are influenced by many factors,
which cannot be fully described with one single method.
Therefore, it is necessary to perform more than one type of
antioxidant capacity measurement to take into account the
various mechanisms of antioxidant action. Several assays are
used for the evaluation of antioxidant activities of fruits and
vegetables, these methods were applied to quench and scav-
enge ROS, which comprise both free radicals (O, OH,,
HOjand RO’) and non-radical forms (H,O, and '0,)
(Sanchez-Moreno 2002).

In this article, the methanolic extracts of DPF were sub-
jected to a screening for the possible AA by four comple-
mentary and universally tests, namely f-carotene-linoleic
acid system, phosphomolybdenum method, DPPH radical
scavenging activity and FRAP assay to their simplicity, stabil-
ity and accuracy.

f-Carotene-Linoleic Acid System. In this f-carotene
bleaching model, f-carotene undergoes rapid discoloration
in the absence of an antioxidant such as phenolics that can
hinder the extent of f-carotene destruction by neutralizing
the linoleate free radical and any other free radicals formed
within the system (Dapkevicius et al. 1998). Table 1 depicts
the inhibition of f-carotene bleaching effect of the methano-
lic extracts of date fruits at 200 pg/mL in comparison with
BHT as a positive control at the same concentration. For
safety purposes, the US Food and Drug Administration limit
the use of BHT to 0.02% of food lipid content (Shui and
Leong 2006).
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TABLE 1. ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF SEVEN ALGERIAN DATE PALM FRUIT VARIETIES

Inhibition by f-carotene-linoleate

Total antioxidant activity

model system (Phosphomolybdenum assay) ICso DPPH FRAP
Variety name (%) umol of ascorbic acid/g of extract ng/mL (umol Fe (I1)/100g DW)
Tantebouchte 53.96 = 0.93f 55.02 + 0.62f 353+ 1b 24.16 +0.72d
Biraya 49.85 + 0.45g 42.83+0.77g 380.66 * 5.85a 21.64 = 1.09d
Degla Baidha 58.55 + 0.49de 67.05 +0.39d 266.66 = 2.51c¢ 28.02 +0.91c
Deglet-Nour 62.33 £0.62¢ 86.76 = 0.63b 248.66 = 2.08d 33.95+1.20b
Ali Ourached 76.85 + 0.66b 90.25+0.79a 206 * 2.64e 56.04 = 1.09a
Ghars 60.20'+ 0.79d 74.23 + 0.65¢ 247.33+3.51d 28.33 = 0.66¢
Tansine 57.68=0.71e 65.24 + 0.46e 263.33+0.57c 18.95+0.78e

BHT (positive control) 93.25+0.29a -

185 + 1.44f -

Note: a-g: Values (mean = standard deviation, n=3) in the same column sharing different letters are significantly different (P < 0.05).

BHT, butylated hydroxytoluene; DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DW, dry weight; FRAP, ferric-reducing antioxidant power; 1Cso, the concen-

tration that caused 50% scavenging of DPPH.

It can be noticed that the methanolic extracts show appre-
ciable antioxidant activities which varied from 49.85 * 0.45
to 76.85 £ 0.66%. None date palm fruit extract exceeded the
positive control (BHT) exhibiting (93.25 = 0.29%).

To our best knowledge, there is no published data regard-
ing the antioxidant assay by f-carotene-linoleate model sys-
tem of DPE Our results reveal that the highest AA was
depicted in Ali Ourached date (76.85 * 0.66%) and fol-
lowed by Deglet-Nour date (62.33 = 0.62%), whereas Biraya
date had the lowest AA (49.85 £ 0.45%). This arrangement
could be attributed to their significant difference in the con-
tents of total phenolic amounts. These results suggest that
DPF contain primary and power antioxidant compounds
that can easily quench free radical and ROS in lipid system.

The total AA of DPF can be attributed to plethora of sub-
strates present in the matrix under investigation such as phe-
nolic acid, anthocyanins, tannins, carotenoids, flavonoids
and flavonols (Al-Farsi et al. 2005); Benmeddour et al.
2013). El Arem et al. (2011) reported the identification of 80
aroma components in the extracts of DPE including 20
esters, 19 terpenes, 13 aldehyde, 6 ketones, 12 hydrocarbons
and 1 lactone which can also affect the AA. Moreover their
individual action, these constituents can exhibit synergistic
effects which can be established between them.

Phosphomolybdenum Method. The total AA of the
methanolic extracts of DPF was measured using phospho-
molybdenum method which was based on the reduction of
Mo (VI) to Mo (V) by the antioxidant compounds and the
formation of green phosphate/Mo (V) complex with a maxi-
mal absorption at 695 nm. The different methanolic extracts
of date exhibited various degrees of antioxidant capacity.

As can be shown from Table 1, Biraya date showed the
lowest level (42.83 = 0.77 umol of ascorbic acid/g of extract),
while Ali Ourached showed the highest value (90.25 £ 0.79
pmol of ascorbic acid/g of extract) and followed by Deglet-
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Nour, Ghars, Degla Baidha, Tansine and Tantebouchte. In
addition, Ali Ourached was twofold higher as compared to
Biraya date. This activity might be related to the presence of
antioxidant secondary metabolites. These observations are in
agreement with the results found by Abbes et al. (2013).

DPPH Free Radical-Scavenging Activity. The normal
purple color of DPPH will turn into yellow when its singlet
electron will be paired up, thus decreasing the intensity of
the absorption at 517 nm (Afroz et al. 2014). A linear curve
was plotted for each extract to determine the ICsg. ICs, val-
ues of the methanolic extracts of DPF are listed in Table 1.
There was a significant difference (P < 0.05) among the ana-
lyzed cultivars of date in relation to the general average, with
values varying from 206 *+ 2.64 to 380 * 5.85 pug/mL.

The results showed that the antiradical activity was cultivars-
dependent. In agreement with the previous result assays, Ali
Ourached had the strongest DPPH scavenging capacity,
whereas the lowest DPPH radical quenching was observed in
the Biraya variety. The AA in the methanolic extracts of DPF
decreases in the order: Ali Ourached > Ghars>Deglet-
Nour > Tansine > Degla Baidha > Tantebouchte > Biraya. The
AA of the methanolic extract was lower than those observed in
BHT (185 = 1.4 pg/mL).

These results were in line with Benmeddour et al. (2013)
who found that date fruits possessed powerful DPPH scav-
enging capacities.

It is reported that synthetic antioxidants have several side
effects, such as risk of liver damage and carcinogenesis in
laboratory animals (Ishurda and Kennedy 2005). Recent epi-
demiological evidence suggests that natural antioxidants
have health-promoting properties that may reduce the risk
associated with chronic diseases such as cardiovascular dis-
ease (Fuhrman et al 1995), neurodegenerative diseases
(Joseph et al. 1999) and certain cancers (Dragsted et al.
1993).
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FRAP Assay. Concerning FRAP assay, Table 1 summarized
the values of the AA of seven cultivars of DPF using the
FRAP assay and showed significant differences (P < 0.05)
between them.

For the FRAP assay, the different cultivars, in general,
showed high antioxidant activities and had ability to reduce
Fe™ to Fe™ % The FRAP values ranged from 18.95 = 0.78 to
56.04 = 1.09 pumol Fe (II) / 100g DW, and the difference
was large, up to 03-fold. Ali Ourached was found to have the
highest AA, followed by Deglet-Nour, Ghars, Degla Baidha,
Tantebouchte and Biraya. Tansine possessed the lowest AA.

As a point of comparison, FRAP assay demonstrated that
Algerian date varieties, analyzed in the present report, pos-
sess high AA than Iranian soft date varieties called Jiroft,
Bam and Kabkab (13.32, 16 and 11.65 umol Fe (II)/100g
DW, respectively), whereas the Honey variety (20 umol Fe
(II)/100g DW) belongs to the interval of our findings
(Biglari et al. 2008). However, Allaith (2008), for the FRAP
assay, the AA of Bahrain dates at tamer stage ranged from
0.65 to 1.18 mmol Fe (II)/100g fresh or edible weight.

Various studies demonstrated a linear correlation between
phenolic content in plant and their antioxidant capacities
due to their free radical scavenging activity or metal chelat-
ing ability; some reports found a strength relationship
between the both (Mianabadi et al. 2015), whereas others
authors found no correlation (Saafi et al. 2009).

It is well known that, phenolic compounds are mainly
responsible for AA of DPF (Biglari et al. 2008). The antioxi-
dant potential of each of these components depends on the
kind of test system employed to measure oxidant capacity,
structure and substitution pattern of hydroxyl groups (Tepe
etal 2011).

In Vivo Studies

Acute Toxicity. The date palm fruit extracts did not
change the normal behavior of mice treated and failed to
cause any mortality even at the highest dose of 1000 mg/kg.
Acute toxicity studies showed that the methanolic extracts
obtained from seven date palm fruit varieties were found
safe. These results were in agreement with previous findings
by Doha and Al-Okbi (2004).

Anti-Inflammatory Activity

Carrageenan-Induced Acute Paw Edema in
Mice. Inflammation plays an important role in various dis-
eases with high prevalence populations such as rheumatoid,
atherosclerosis and asthma (Mueller et al. 2010).

To the best of our knowledge, it is the first report to dem-
onstrate the anti-inflammatory potency of methanolic
extracts of DPF against carrageenan-induced edema model,
in mice. The extracts have significant effect on inflammation
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FIG. 3. THE PERCENTAGE INHIBITION OF CARRAGEENAN INDUCED
ACUTE PAW EDEMA IN MICE AFTER 5 H

The data are representative of five experiments and are mean = SE.
Indomethacin was used as a reference compound (10 mg/kg).
Statistical differences from indomethacin-treated control as analyzed
by Dunnett’s test (*P < 0.01, **P<0.001).

and markedly reduced the swelling (Fig. 3.The inhibition
percentages after 5 h were ranged from 35.64 to 67.56%. The
sequence of the percentage of inhibition effect of the extracts
at a dose of 250 mg/kg body weight is as follow:
Ali Ourached (67.56%)>Deglet-Nour (63.67%) > Ghars
(60.43%) > Degla Baidha (54.85%) > Tansine (47.52%)>
Tantebouchte (43.12%)>Biraya (35.64%), which can be
compared with standard indomethacin (72.34%) at 10 mg/
kg body weight. These findings confirm that a diet rich in
date fruits may contribute to the reduction of inflammation
and be preventive against related diseases.

Ueno et al (2000) found that the injection of carrageenan
induced the liberation of inflammatory mediators such as
histamine, serotonine, bradykinins and then further induced
the biosynthesis of prostaglandin. Studies have shown that
the date constituents proanthocyanidin (Subarnas and Wag-
ner 2000), flavonoids and polyphenols (Gescher 2004) pos-
sess anti-inflammatory effects. These constituents work to
heighten humoral and cellular mediated immune responses,
by enhancing cytokine secretion, or by directly stimulating B
or T lymphocytes (Puri ef al. 2000).

CONCLUSIONS

Antioxidant and anti-inflammatory activities of seven Alge-
rian DPF were screened in this study. Results showed appre-
ciable levels of TPC, TFC and TF in all varieties and prove
that locally date fruits can be considered as an important
source of natural antioxidants and as nutraceutical food.

Ali Ourached, Ghars and Deglet-Nour possessed the
strongest antioxidant and anti-inflammatory activities which
could be contributed to their considerable content of antiox-
idant compounds. These findings confirm the importance of
consumption of dates and signify that they are very
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important source of natural bioactive molecules, which can
prevent against diseases related to oxidative stress.

The discernible variability of bioactive phytochemical
(phenolics, flavonoids and flavonols) amounts, antioxidant
and anti-inflammatory activities denotes the distinction
between genotypes of the seven date palm cultivars.
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Annexes
Annexe I: Tests in vitro
1. Courbes d’étalonnages de I’étude phytochimique

1.1. Dosage des polyphénols totaux
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Figure 39: Courbe d’étalonnage d’acide gallique a 725nm.

1.2. Dosage des flavonoides
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Figure 40: Courbe d’étalonnage de catéchine a 510nm.
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1.3. Dosage des flavonols

Absorbance a 440 nm
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Figure 41: Courbe d’étalonnage de rutine a 440nm.
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2. Courbes d’étalonnages de ’activité antioxydante

2.1. Test de DPPH

Figure 42: Courbes [% inhibition=f (concentration)] pour le calcul des IC50
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2.2. Activité antioxydante totale par la méthode phosphomolybdate
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Figure 43: Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique a 695 nm.

2.3. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
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Figure 44: Courbe d’étalonnage de sulfate de fer a 593 nm.
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3. Chromatogrammes de D’identification des composés phénoliques des extraits

méthanoliques des dattes

mill §

4
151

Figure 45: Profil chromatographique de I’extrait méthanolique de la variété Tantebouchte &
365nm.
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Figure 46 : Profil chromatographique de 1’extrait méthanolique de la variété Hamraya a
280nm.

Figure 47: Profil chromatographique de I’extrait méthanolique de la variété Biraya a 365nm.
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Figure 49: Profil chromatographique de I’extrait méthanolique de la variété Degla Baidha a
365nm.

Figure 50: Profil chromatographique de I’extrait méthanolique de la variété Deglet-Nour a
365nm.
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Figure 51: Profil chromatographique de I’extrait méthanolique de la variété Ali Ourached a

280nm.
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Figure 52: Profil chromatographique de I’extrait méthanolique de la variété Tamajort a

365nm.
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Figure 53: Profil chromatographique de I’extrait méthanolique de la variété Ghars a 365nm.
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Figure 54: Profil chromatographique de I’extrait méthanolique de la variété Tansine & 280nm.
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4. Résultats de Pactivité antibactérienne des différents extraits testés

Degla Baidha

Ali Ourached

Figure 55: Effet des extraits
méthanoliques sur Salmonella
typhimurium ATCC14028.

Figheth

3

Figure 57: Effet des extraits
méthanoliques sur Staphylococcus aureus
ATCC638P.

w

antebouchte Deglet-Nour

-~ &

Figure 59: Effet des extraits
méthanoliques sur Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853.

Hamraya

Figure 56: Effet des extraits
méthanoliques sur Bacillus spizizenii
ATCC6633.

Figure 58: Effet des extraits
méthanoliques sur Escherichia coli
ATCC8739.

egla Baidha Tamajgrt

-

Figure 60: Effet des extraits
méthanoliques sur Listeria monocytogenes
ATCC15313.
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Annexe Il: Tests in vivo

Figure 61: Administration orale des extraits méthanoliques des dattes.

Figure 62: Injection de la carragénine sous I’aponévrose plantaire de

la patte postérieure gauche.

Figure 63: Souris sacrifiées avec pattes postérieures coupées.
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Annexe Il1: Diversité génétique des cultivars de Phoenix dactylifera L. par marqueurs
RAPD.

Tableau XIV: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-06 (présence=1,
absence=0).

Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
CO1| C02| CO03| CO4 | CO>|C06 | CO7| COE| CO9| Cl0O
1 10 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 40 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 100 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
4 150 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0
3 190 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1
6 200 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 )
5 90.9%
OPI-06 7 230 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
8 310 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
9 330 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
10 780 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
11 £10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
T=11 ] 2 5 5 3 4 2 3 2 4
Bandes 10 5 1 4 4 2 3 1 4 1 3 90.9%
polymorphes
Bandes 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9.09%
monomorphes

Tableau XV: Fréquence des bandes par cultivar genéré par I'amorce OPI-07 (présence=1,
absence=0).

Bandes | Taille Pourcentage
Cultivars

COl|)Co2|CO3) CO4(CO5 ) Coe| COT| COR| COOfCl0

o]
bt
(=]
(=]
—
(=]
—
(=]
—
(=]
—
—
—
—

OPL-07 3 230 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1
4 360 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 5%
T=104 2 3 2 2 4 1 3 3 3 3
Bandes 03 1 2 1 1 3 0 2 2 2 2 75%
polymorphes
Bandes 01 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 25%

monomomphes
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Tableau XVI: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-08 (présence=1,

absence=0).
Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
C01|C02| CO3| CO4|CO05|C06|COT7|CO8|C09|CL0
1 260 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0
2 300 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0
3 320 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
OPI-08 4 390 0 0 ] 0 1 0 0 0 0 0
5 400 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 100%
6 310 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0
7 690 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0
8 700 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
9 1500 | 0O 0 0 1 0 0 0 0 0 0
T=09 0 2 4 5 8 0 5 3 0 0
Bandes 09 0 2 4 3 8 0 5 3 0 0 100%%
polvmorphes
Bandes 00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0%
monomorphes

Tableau XVII: Fréguence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-09 (présence=1,

absence=0).
Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
CO1 | CO2| CO3|Co4 | CO5| CO6| COT| COE| COO | C10
1 180 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1
2 200 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
OPI-09 3 220 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 100%
T=03 3 1 3 2 1 1 0 1 1 2
Bandes 03 3 1 3 2 1 1 0 1 1 2 100%
polymorphes
Bandes 00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 084
monomorphes




Annexes

Tableau XVI11: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-10 (présence=1,

absence=0).
Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
COL[CO2]CO3] CO4[ COS| CO6[ COT| CO8[ CO9[ CID
1 wlololo]ololo|1]1]0]o0
2 o1t JoJoloJololo[o]o]o
3 il oJololololr]ol1]o]1
4 w0 [ o |1t |o|lo|1o]o|l1]o0o]oO
5 20 [ ol o oo 1]lo]Jolo[1]oO
6 260 | 0 [ 1 [ oo o[l o]ol1]o]oO
OPL10 7 sto [ o[t 1t oo 1]1lo]o]o0O
8 g0 oo ool 1]oflo]olo]o 100%
0 sso o1t t o 1o 1[1]1]o0O
1w [ew [0 1| 1T [o| 1t 1] 1] 1]1]o0
11 [0l olo]Jolo]Jololo[1]o]o
12 g0 | oo oflo|t]lolo] 1|11
13 [gs0|ofo|oflolol1r]o]o|]o]o
4 oo [ oJoJolo]t]lo]lo[o]o]o
T=14 1 [ 53 [ 3|0 7338 a]2
Bandes 14 1 [ 3 [ 3o 7338 ]|a]2 100%
polymorphes
Bandes 0 oloJoflofolo]Jolo]o]lo 0%
monomorphes
Tableau XIX: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-11 (présence=1,
absence=0).
Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
COL]CO2] CO3] CO4] COS| CO6[ COT[ COE[ CO9[ CLD
1 wolo[1]Jol1]Jololo]1]o]1
2 200 [ o[ o oo oflololo]ol1
3 Mo oot 1t]oflo]o|1]o0]1
4 280 |0 |0 | 1o o|o|o|lo]| oo
5 300 [ o [ 1 oo ofl1]olo|1]o 100%
OPI-11 & |320 ] 0|0 ] o0 ]o[|1]|1]0[0]O0]0
7 seo (o1t Jo 1t oo ol1]o]o0
g o0 [ o [ o[ oo 1ol olofoflo
) woo| o ol oflo| 1t [olo]o|o]o
1w [wololoJolo]lt1lololo]o]o
T=10 o[ 323 a21To]31]3
Bandes 10 o[ 3234203 1]3 100%
polymorphes
Bandes 0 oloJolofoloJolo]olo 0%
monomorphes
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Tableau XX: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-13 (présence=1,
absence=0).

Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
CO1|CO2| CO3| CO4 | CO5| CO6| COV| COZ| CO9| C10
1 180 | O 1 0 0 0 0 0 0 0 1
OPLL3 2 00 |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
i 3 260 |0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 750
4 400 (0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
T=4 1 2 1 1 1 1 3 1 1 2
Bandes 3 0 1 0 0 0 0 2 0 0 1 73%
polvmorphes
Bandes 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 25%
monomorphes

Tableau XXI: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-14 (présence=1,
absence=0).

Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
COl|COo2|CO3 | CO4| CO3 | COa | COT| COE| Co9| Cl10
1 190 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
2 200 0 0 0 0 0 1 0 ] 0 0
3 300 1 1 1 1 1 1 1 1 ] 1
OPI-14 4 340 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1009
5 450 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
6 200 ] 0 0 0 1 1 0 1 ] ]
T=h 4 4 4 4 5 3 4 3 1 4
Bandes i 4 4 4 4 5 3 4 3 1 4 100%
polymorphes
Bandes i 0 0 0 i 0 0 0 0 0 0 0%
monomotphes

Tableau XXII: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-15 (présence=1,
absence=0).

Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
CO1|CO2|CO3|CO4[CO3|COe| COT| CO8| COO| C1D
200 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
OFI-13 2 (80| 1 |t [T |1 |Oo[Oo[T][1]1]1 100%
T=2 2 2 2 2 1 0 2 2 2 2
EBandesz 2 2 2 2 2 1 0 2 2 2 2 100%
polymorphes
Bandes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0o
monomorphes
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Tableau XXI11: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-16 (présence=1,

absence=0).
Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
COL[CO2]CO3] CO4[ COS] CO6[ COT[ CO8[CO9[CLD
1 0 [ 1o 1o t1t]oflt1|[1]o]o 100%
2 wo [ o[ 1 [ofJo]t]Jolt1]lo]ol1
3 wo [t 111 JojJolo|lt]o]foO
4 220 0o o oo 1o t]o]t]|o0O
5 sc0 [t JoJofJo[r]Jo]Jo]lt]oll
OPL-16 & [3%0 | 0|0 |0 |01 00|00 ]1
7 g0 foJololo|l1[of1]ofo]o
g 460 |0l olo [t 1[o]1]o]o0]o0
9 sgmmJoJolololoflolof[1]0o]o
10 ([12zo0l o ool ol of[oJolo]o]1
T=10 3 2227054 1]34
Bandes 10 32227052 ]1] 1 100%
polymorphes
Bandes 0 ololo|loloflo]o]o]|o]o 0%
monomotphes
Tableau XXIV: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-17 (présence=1,
absence=0).
Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
CO1[CO2[CO3| Co4| COS[ CO6[ COT| COE[ CO9[ C10
1 120 [o [o Jo [t [t o o [o [1 |0
2 200 [0 [o |1 |1 |1 Jo |1 [t |1 |1
3 280 [1 |1 |1 [1v |1 Jo [t [t [t |1
4 380 [1 |1 |1 |1 |1 Jo [1 [t 1 |1
5 400 [t |1 |1 v |1 Jo [1r |1 |1 TJo
6 450 [t [t Jr Jvr [1r Jo [1v |1 |1 TJo
7 500 o |1 |1 |1 |1 o |1 [t [t Jo
OFI-17 g 610 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 100%;
9 680 [1 o [1 [o |1 Jo Jo [t [o Jo
10 760 [0 |1 [o [o [o [o Jo [o [t o
11 goo [0 o [o [o [o [o Jo [t [t o
12 ggo0 [0 o |1 [o |1 Jo Jo fo [t Jo
13 12000 [o o [o o o [o [o [1 |0
14 1300 [0 [o o o o Jo [o Jo [1 [0
T=14 6 |6 (& [&8 [9 [0 |6 [8 [13 [3
Bandes | 14 6 |6 [&8 |8 |9 [o |6 [&8 [13 |3 100%
polymorphes
Bandes |0 o o [o [0 [0 [o [o [o o o [o0%
monomorphes
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Tableau XXV: Fréquence des bandes par cultivar généré par I'amorce OPI-20 (présence=1,

absence=0).
Bandes | Taille Cultivars Pourcentage
CO1 | C02 | CO3 | C04 | CO5 | COa | COT | COB | CO9 [ C10
1 230 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
2 320 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 400 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1
4 460 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
OPI-20 3 470 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1
6 600 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1
88.88%
7 690 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1
g 800 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
g 920 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
=0 2 5 3 4 2 5 5 5 g 6
Bandes g 1 4 2 3 1 4 4 4 5 3 88.88%
polvmorphes
Bandes 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11.12
monomorphes




gdlall

o=ailas  (Phoenix dactylifera L.)  sall . sasl) Gl ) i Laglon ddadill GlSpall o € sae e dpdall lilall (ggias

PS5l sgingll a5 Pl iagd) OIS Audyay Ll Slaudl 1 8y . aslsall Ledalig LeilisSal Aanall il uhall (e Jaghe calla 4a0le

Oo gl il sl pgnll aaa 5 il sliaally SULEDU slad) ¢ 5auSOU slad) ¢ LSl slad) LLad i) « HPLC aladiul
.PCR-RAPD 4 olaaiuly (Phoenix dactylifera L.) sl

+4.23 ) lag i) (Glall ¢l (e £100/ Sl (mes Aol 3l 0.18 £6.53) Adleaay) cVsudll (o ssine el e gl
oaliiuall ae (el (sl 50 100/ i) Aalee 3le 0.15 + 1.43) sl 5 (Gilad) il (0 $100 / peiilS) Alles 3l 0.29
328 slaal) Llad) (ady Lad . Adsid clSye ie eSS a5y HPLC Gyb e sl ddaill caiS . Ali Ourached  cauall it
58O Babadl) 508 (4558 B pans (DPPH ,lia)) a1 @yl Pla e Wle Walis Ali Ourached canall  Jsilisal) (aliivsdl ekl
gl claliiud) ciyelil.ale 1,10 +20.73 Y el Jagis (3lalie Uadl Lyi€ull sliaal) ol il o jglal L (FRAP 4yl s 4lea)
il (e aal 1€ Ui i€y uia &I is e anlil) ClgalY) aim Uali ansall (35l) (e 187 e 250 38 5 Ay yaall satll Calisly
Sl sind sall lalitie o Luhall oda iy gl el e el GlaS € i gt Auhal) Cupell LS L AN (mes e aalil
Alsally 200380 cleluall 8 Lealatind 4alSa) Sy i) (pe dal) (o Bl 3 Lealaiind (Say i K

Aliaall (b il aliaall (3w slaall Ll HPLC ¢ Al il cilaliinadl ¢ Phoenix dactylifera L.: daalidal) eilalsl)
. RAPD-PCR (il g sl il alaal) e lgi™d

Abstract

Medicinal plants are an inexhaustible source of bioactive compounds such as phenolic compounds. The dates
(Phoenix dactylifera L.) have therapeutic properties that require further study of their components and their biological
activities. Therefore, the objectives of this study were to determine the phytocomposition by HPLC, to test the
antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory, antispasmodic activities and to analyze the genetic diversity among the then
different cultivars of date palm using RAPD-PCR.

The highest levels of total phenols (6.53 + 0.18 mg GAE / 100g DW), flavonoids (4.23 + 0.29 mg CEQ/ 100g DW)
and flavonols (1.43 = 0.15 mg REQ / 100g DW) were found in the methanol extract of Ali Ourached variety. HPLC
revealed the presence of more than ten phenolic compounds. The extract of Ali Ourached showed the most important
antioxidant activity by four methods (DPPH test, bleaching of B-carotene, total antioxidant capacity and the method of
FRAP). The results of antibacterial activity showed diameters of inhibition zones achieved to 20.73£1.10 mm. The oral
administration of the methanol extracts at dose of 250 mg/kg B.W has shown activity against inflammation induced by
injection of carrageenan, and ability to reduce abdominal cramps induced by acetic acid. The study of molecular
polymorphism cultivars Phoenix dactylifera L. by RAPD technique allowed us to detect a high level of polymorphism.
The present study showed that date extracts contain components that can be used in the prevention of several diseases

and used in the food and pharmaceutical industry.

Keywords: Phoenix dactylifera L., Methanol extracts, HPLC, Antioxidant activity, Antibacterial, Anti-
inflammatory, Antispasmodic, Polymorphism, RAPD-PCR.




